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RESUMO

EFEITO DA SALIVA DE Lutzomyia longipalpis (DIPTERA: PHLEBOTOMINAE)
SOBRE A RESPOSTA INFLAMATORIA EM CAMUNDONGOS BALB/c. Francinaldo
S. Silva. Os individuos que sédo continuamente expostos as picadas de insetos
exibem uma seqiiéncia regular de sensibilidade, iniciando com uma fase ausente de
reagdo, seguida de uma resposta do tipo tardia, depois tardia e imediata, somente
imediata e culminando com a auséncia completa de reagcdao as picadas, onde os
individuos voltam a situagao inicial, atingindo um nivel de desensibilizagéo.
Evidencia-se a formagdo de uma resposta especifica contra os componentes
salivares e que estes elementos poderdo constituir-se em alvos para possiveis
vacinas contra as doengas transmitidas por insetos. Sensibilizar camundongos
BALB/c com picadas de Lutzomyia longipalpis e desafia-los com 0,2 par de glandula
salivar, no intuito de investigar a cinética das células inflamatérias e a resposta imune
a saliva. Camundongos BALB/c foram sensibilizados com picadas de fémeas do
flebotomo Lutzomyia longipalpis com intervalos de 10 dias. Ao final das
sensibilizagdes, coletou-se o soro para a dosagem de anticorpos antisaliva. Apés 10
dias da ultima exposi¢ao, inoculou-se 10 pul de salina com ou sem 0.2 par de saliva
na orelha dos camundongos e a seguir fragmentos de tecidos auricular foram
retirados e fixados em formol a 10% para as andlises histolégicas. O bolsédo
inflamatério foi construido pela injecao de LPS ou saliva e as células coletadas 12
horas depois. Apds cinco exposigoes, os camundongos apresentaram altos niveis de
anticorpos IgG total e de anticorpos IgG1. O infiltrado inflamatério na orelha dos
camundongos cinco vezes expostos mostrou-se mais intenso do que nos demais
grupos de camundongos. Houve um aumento do numero de neutrofilos, macréfagos
e mastécitos ao longo das sensibilizagdes. Nos animais com 5 exposi¢goes apods 2h
do desafio com SGS foi observado hemorragia e o edema foi mais intenso. Nas
orelhas apds 48h do desafio com SGS foi observado necrose e células de aspecto
apoptético. Os neutrdfilos foram as células que predominaram no exsudato
inflamatério dos trés grupos de camundongos. O numero de Mo/M¢ foi maior no
exsudato do bolsdo inflamatério dos animais controle injetados com SGS, com
marcada reduga@o nas exposi¢goes subsequentes. A saliva de L. longipalpis induz uma
resposta inflamatéria com caracteristicas indicativas de uma resposta mista,
combinando elementos do tipo Th2 de aspectos de uma reagéao tardia do tipo DTH.
Ademais, a saliva apresenta uma potente capacidade de recrutar macréfagos, a qual
é progressivamente modulada apds as exposi¢bes, o que pode ser relevante na
infecgdo por Leishmania, um parasita predominantemente intramacrofagico.

Palavras-chave: Lutzomyia longipalpis. Saliva. Inflamacgao. Picada de insetos.



ABSTRACT

EFFECT OF Lutzomyia longipalpis (DIPTERA: PHLEBOTOMINAE) SALIVA ON THE
INFLAMMATORY RESPONSE IN BALB/c MICE. Francinaldo S. Silva. Individuals
continuously exposed to insect bites show a regular sequence of sensitivity,
beginning with a non-reactive phase, followed by a delayed response, and then
delayed together with immediate, only immediate and culminating with the complete
absence of reactions to the insect bites, where the individuals come back to the initial
phase, reaching a desensitization situation. It is shown that individuals mount a
specific response against salivary compounds and that such elements may be
effective targets for insect-born disease vaccines. To sensitize BALB/c mice with
Lutzomyia longipalpis bites and challenge them with 0.2 pair of salivary gland aiming
at evaluating the inflammatory cells kinetics and the immune response to sandfly
saliva. BALB/c mice were sensitized with Lutzomyia longipalpis bites with a 10-day
interval. At the end of the sensitizations, mice sera were collected for measuring the
antisaliva antibodies levels. On the tenth day after the last exposition 10 ul of saline
with or not with 0.2 pair of salivary gland were injected into the mice ears and the
sections extracted and fixed in formaline 10% for the histological analyses. The
inflammatory air-pouch was formed by the injection of LPS or saliva into mice dorsum
and the cells were collected 12 hours afterwards. After the five expositions mice
showed high titles of IgG and IgG1 antibodies. The inflammatory infiltrate in the five-
time exposed mice ears was more intense than the other groups of mice. Along the
expositions the number of neutrophils, macrophages and mast cells were higher. The
ears of the five-time exposed mice after the 2h-challenge injections with saliva
showed hemorrhage and a more intense edema. In the 48-saliva challenged ears,
necrosis focus and apoptotic cells were observed. The neutrophils were the most
predominant cells in the inflammatory site in the three groups of mice. The number of
Mo/M¢ was higher in the inflammatory air-pouch exsudate of the non-sensitized mice,
with markedly reduction from that point on. L. /longipalpis saliva induces an
inflammatory response with indicative characteristics of a mixed response, showing
Th2 type elements and aspects of a DTH delayed type response. Furthermore, L.
longipalpis saliva presents a potent capability of recruiting macrophages to which it is
progressively modulated after expositions, being very important in infection by
Leishmania, an intramacrophagic parasite.

Key-words: Lutzomyia longipalpis. Saliva. Inflammation. Insect bite.



1 INTRODUGCAO

1.1 Aspectos gerais

Dentre os artrépodes hematéfagos dois grupos bem distintos podem ser
encontrados, conforme a relagdo com os hospedeiros vertebrados: o grupo dos
ectoparasitas permanentes, representados pelos artropodos que passam toda a
sua vida em contato com o corpo do animal hospedeiro e o grupo dos
ectoparasitas temporarios, representados por aqueles que procuram 0s
hospedeiros somente para exercer o hematofagismo. No primeiro grupo, estdo os
artropodos pertencentes a classe Arachnida, representada pelas familias de
carrapatos Ixodidae e Argasidae e a classe Insecta, representada pelas ordens
dos piolhos sugadores (ordem Anoplura) e dos dipteros Hipobocideos (ordem
Ciclohrrapha). Os artropodos hematéfagos nao ectoparasitas temporarios
pertencem a trés ordens de insetos: Hemiptera (barbeiros), Siphonaptera (pulgas)

e Diptera (mosquitos e moscas) (CARRERA, 1991; REY, 1992).

Os flebotomineos sao invertebrados pertencentes a classe Insecta, ordem
Diptera, familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae. Esta subfamilia possui
cinco géneros: Phlebotomus e Sergentomyia encontrados no Velho Mundo;
Lutzomyia, Brumptomyia e Warileya no Novo Mundo (LEWIS, 1971, 1974). O
género Chinius, o mais recente, é encontrado somente na China (LENG, 1987).
Mais de 500 espécies de flebotomineos ja sdo conhecidas e cerca de dois tergos
delas ocorrem nas Américas. No Novo Mundo o género Lutzomyia € 0 mais

importante, representado por centenas de espécies das quais muitas delas



respondem pela transmissdo das leishmanioses (LEWIS, 1971, 1974;
FORATTINI, 1973; KILLICK-KENDRICK, 1990). A caracterizagao das espécies
desta subfamilia se da pelo estudo dos 96 caracteres morfolégicos internos e

externos distribuidos por todo o corpo destes insetos (YOUNG; DUNCAN, 1994).

Os flebotomineos apresentam holometabolia, ou seja, o seu ciclo de vida
possui quatro fases evolutivas: ovo, larva (estagios I, Il, Ill e V), pupa e adulto
(FORATTINI, 1973). O desenvolvimento completo ocorre entre 30 e 60 dias, a
depender das condigdes ambientais. As larvas dos flebotomineos séo terrestres e
se desenvolvem em ambiente Umido, se alimentando da matéria organica em
decomposigado encontrada neste tipo de ambiente. Os adultos sdo encontrados
em varios locais de descanso, como frestas de arvores e de rochas, tocas de
animais, a serrapilheira, etc. Os adultos se alimentam de varias substancias
doces de natureza vegetal, tais como seiva, néctar, frutas maduras etc. Além do
agucar encontrado nos vegetais, as fémeas necessitam exercer a hematofagia
afim de que seus ovos amaduregcam. Este habito, na maioria das vezes, esta
restrito ao periodo noturno, sendo que algumas espécies o faz durante o dia

(LEWIS, 1971; FORATTINI, 1973).

Os flebotomineos ocorrem nos neotropicos, onde a sua maioria é
encontrada nas regides quentes e umidas do planeta e somente poucas espécies
alcangam as regides além dos trépicos (MARTINS; MORALES-FARIAS, 1972).
Estes insetos geralmente permanecem sem contato com o homem, mas em
dadas areas este contato ocorre em razao das alteragbes ambientais como

construgdo de estradas, desenvolvimento agricola, assentamentos, entre outros.



Atualmente, muitas espécies estao bem adaptadas as condigdes antrdpicas e se
encontram constantemente em intimo contato com os animais domésticos e o
homem, exercendo mudangas na ecologia das leishmanioses (REBELO et al.,
2000). Uma das espécies mais adaptadas ao convivio humano é o flebotomineo
Lutzomyia longipalpis, sendo encontrado em alta densidade em algumas regides

do Brasil tanto dentro quanto fora dos domicilios (SHERLOCK, 1996).

1.2 Mecanismo hematofdgico dos flebotomineos

Na obtengdo de sangue, os insetos exibem dois mecanismos basicos: a
solenofagia, representados pelos insetos que retiram sangue diretamente dos
vasos, e a telmofagia, representados por aqueles que, no local da picada,
dilaceram o0s pequenos vasos criando uma pequena hemorragia, dela
alimentando-se (GOLDMAN et al, 1952). Os flebotomineos sao insetos
telméfagos e, durante a sua alimentagdo, injetam saliva antes do ato
hematofagico que auxilia no encontro de um local adequado para o repasto
sanglineo e de conter os mecanismos hemostaticos. Estes insetos possuem um
par de glandulas salivares situado na regido ventral protoraxica, constituido de um
duto comum curto e um duto individual longo que vai até o aparato bucal. A forma
da glandula salivar é variavel entre as espécies de flebotomineos. Em algumas
espécies, estas glandulas sdo arredondadas e em outras sao alongadas,
chegando a alcangar a regido abdominal. O tamanho também é diferente e
parece estar relacionado com o habito hematofagico (LEWIS, 1965; FORATTINI,
1973). O volume da saliva que é excretado é particular de cada espécie e esta de
acordo com o tamanho da glandula e € composto de varias substancias com

poder antihemostatico.



1.3 A saliva dos insetos hematdfagos

O processo da hemostasia, que € mais evidente nos vasos de pequeno
calibre, visa o bloqueio da perda de sangue através da cascata de coagulagao.
Os mesmos eventos hemostaticos, representados pela coagulagao, agregagao
plaquetaria e vasoconstricgdo, ocorrem quando um inseto introduz seu aparato
bucal pungitivo no tecido do hospedeiro, em busca de um local apropriado a sua
alimentagao. Para inibir os processos hemostaticos do hospedeiro, a saliva dos
insetos hematéfagos possui moléculas vasodilatadoras, anticoagulantes e
antiplaquetarias, que permitem uma sucedida alimentagao sanguinea (RIBEIRO

et al., 1994; RIBEIRO, 1995).

A reagéo primaria que ocorre no hospedeiro quando ha uma lesao
vascular, por exemplo a picada de um inseto hematéfago, é a vasoconstricgao.
Durante este processo, ocorre a liberagdo de tromboxane Az e serotonina pelas
plaquetas, favorecendo um contato mais intimo entre os vasos lesados e ©
tampao formado pela agregagéo das plaquetas. A superagao deste obstaculo sé
acontece porque o conteudo das glandulas salivares possui substancias com
atividade vasodilatadora a qual propicia um maior fluxo sanguineo para o local da
picada. Estas substancias podem atuar ao nivel da musculatura lisa, como o
maxadilan ou ao nivel do endotélio vascular, no caso do éxido nitrico (RIBEIRO,
1995; LERNER; SHOEMAKER, 1992). O maxadilan, um peptideo de
aproximadamente 7 kDa, é um potente vasodilatador encontrado na saliva de L.
longipalpis, vetor da Leishmania chagasi, agente etiolégico do calazar. Esta

molécula é responséavel pelo eritema provocado pela picada do inseto durante a



procura de um local favoravel para exercer a hematofagia (LERNER,;

SHOEMAKER, 1992; YIN et al., 2000).

Um outro passo importante para uma eficiente alimentagao sanglinea
pelos insetos hematéfagos € o bloqueio da cascata de coagulagao. Este bloqueio
se da por uma série de substancias anticoagulantes presentes na saliva destes
insetos que podem operar inibindo os fatores de coagulacao. A base do fendmeno
de coagulagdo é a passagem da protrombina (uma alfa-2-globulina presente no
plasma) para trombina, que por sua vez age sobre o fibrinogénio que se
polimerisa e forma uma rede de fibrina, impedindo assim a perda de sangue.
Muitos insetos hematdfagos possuem agentes antitrombinicos nas suas glandulas

salivares (ZALOVA et al., 2002).

A agregacdo de plaquetas é mais um empecilho que os insetos
hematéfagos devem superar. Quando os tecidos dos hospedeiros sédo lesados,
ocorre a liberagcdo de ATP e ADP que sédo potentes agregadores plaquetarios.
Para superar este processo fisioldgico, os insetos hematéfagos adquiriram um
componente salivar capaz de bloquear a agregacao das plaquetas. Este
componente é uma enzima denominada apirase, e parece estar presente em
todos os insetos que se alimentam de sangue (RIBEIRO, 1995; BASANOVA et

al., 2002).

1.4 A importdncia da saliva de insetos vetores na patogénese das doencgas
parasitarias

As caracteristicas principais das glandulas salivares dos insetos



hematofagos sédo (1) as propriedades, que facilitam a alimentacéo e (2) o fato de
que a saliva constituir-se na principal via de transmissao de varios parasitas aos
animais, inclusive o homem. Esta ultima questao faz com que os componentes da
saliva adquiram grande relevancia no estudo da patogénese das doencas
transmitidas por artrépodos. A saliva certamente constitui o elo que liga os trés
principais elementos de uma cadeia epidemiolégica: o vetor, o parasita e o
hospedeiro. O conteudo salivar € importante na determinagdo da capacidade
vetorial, visto que a presenga ou até a quantidade de algumas moléculas sao
necessarias para que um vetor consiga ter sucesso em realizar o repasto
sangliineo sobre um hospedeiro vertebrado e assim efetuar a transmisséo

(RIBEIRO et al., 1998; RIBEIRO, 2000).

A picada de insetos hematéfagos corresponde a uma etapa de extrema
importancia para o estabelecimento de uma infec¢do. As reacdes que se seguem
apos o repasto de sangue tém grande influéncia na introdugao e desenvolvimento
dos parasitas transmitidos. O conteudo da gléndula salivar dos flebotomineos
apresenta grande relevancia parasitolégica através das propriedades
imunomoduladoras, que propiciam um ambiente adequado a sobrevivéncia e
multiplicagdo dos microorganismos transmitidos durante a hematofagia,
constituindo assim um importante fator de competéncia vetorial. A saliva, quando
inoculada experimentalmente com os parasitas do género Leishmania pode
promover uma infecgdo mais grave em comparagdo com o inoculo somente de
parasitas (TITUS; RIBEIRO, 1988; LIMA; TITUS, 1996; BELKAID et al., 1998;
DONNELLY et al.,, 1998; BEZERRA; TEIXEIRA, 2000). Este efeito exacerbador

da saliva na infecgdo pode ser ainda observado quando os antigenos salivares



sdo inoculados quatro dias antes da inoculagdo dos parasitas (THEODOS e
TITUS, 1993). Varios estudos demonstraram o papel imunomodulador da saliva
dos flebotomineos sobre as células efetoras do sistema imune. A agao
imunomoduladora favorece a infeccdo e multiplicagdo dos microorganismos
intracelulares transmitidos. Esta agdo se da pela regulagdo das atividades
microbicidas das células fagociticas, principalmente macréfagos. Estas células,
em contato com a saliva, tém a sua produgéo de 6xido nitrico e peroxidos, fatores
microbicidas, reduzida, criando assim um ambiente favoravel a multiplicagéo dos
microorganismos endocitados (TITUS; RIBEIRO, 1988; JAMES; ROSSIGNOL,
1991; THEODOS; TITUS, 1993; HALL; TITUS, 1995; WAINTUBI; WARBURG,

1998; CHARLAB et al., 1999; GILLESPIE et al., 2000).

1.5 A agao imunogénica da saliva

Alguns trabalhos com modelos murinos expostos as picadas de mosquitos,
tém demonstrado que os camundongos sensibilizados apresentam altos niveis de
anticorpos IgE e IgG1 (CHEN et al., 1998; OHTSUKA et al., 2001). Os anticorpos
IgE e 1gG1 estao associados com 0s processos alérgicos e com o grau de
exposicdo dos animais aos insetos e fazem parte do grupo das imunoglobulinas
Th2. PALOSUO e cols. (1997) estudaram um grupo de 14 individuos de uma
mesma area e que foram naturalmente expostos as picadas de mosquitos locais.
Os soros destes individuos foram coletados antes e depois da estagcado de
proliferagcdo dos insetos, época do ano em que as pessoas estiveram mais
expostas. Por andlises de “immunoblot”, avaliaram dois antigenos salivares (22 e

36kD) e demonstraram a existéncia de uma relagéo sazonal entre as picadas dos



21

mosquitos e a produgao de anticorpos antisaliva IgE, 19G1 e principalmente 1gG4,
nos individuos expostos, revelada pelo aumento significante na intensidade das
bandas correspondentes a proteinas reconhecidas por anticorpos antisaliva
presentes nos soros dos individuos coletados apds a estagao de proliferagao dos

mosquitos.

PENG e cols. (1998), estudando 10 espécies de mosquitos de diferentes
regides geograficas mostraram que na saliva destes insetos havia entre 3 e 16
proteinas alergénicas capazes de suscitar a producdo de altos niveis de
anticorpos da classe IgE nos soros dos individuos fortemente alérgicos aos

produtos salivares destes insetos (PENG et al., 1998).

Em uma abordagem experimental, VOLF e ROHOUSOVA (2001), através
de “dot-blot” e “immunoblot”, verificaram que camundongos, hamsters e coelhos
repetidamente expostos as picadas de trés espécies de flebotomineos do género
Phlebotomus, e de diferentes subgéneros, produziram anticorpos que reconhecia
antigenos especificos de cada espécie. Em estudos experimentais, BRUMMER-
KORVENKONTIO e cols. (1996) expuseram camundongos as picados de duas
espécies de mosquitos do género Aedes (A. aegypti e A. communis) e uma de
Anopheles (A. stephensi), e constataram que vdrias proteinas foram capazes de
gerar imunogenicidade nos camundongos e que tais proteinas poderiam estar

envolvidas nas alergias em humanos.

Os estudos de BELKAID e cols. (1998) com camundongos BALB/c,

susceptiveis, e C57BL/6, resistentes a infec¢@o por Leishmania major, mostraram
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que anticorpos contra componentes salivares podem neutralizar o efeito
exacerbador da saliva, observado por TITUS e RIBEIRO (1988). Os
camundongos foram sensibilizados na orelha com sonicado de glandula salivar
(SGS) de Phlebotomus papatasi e desafiados com promastigotas de L. major,
com ou sem SGS e demonstraram que nos animais sem prévia sensibilizagao, o
SGS exacerbou a infecgdo nas duas linhagens de camundongos, como ja
relatado em trabalhos anteriores (TITUS; RIBEIRO, 1988; LIMA; TITUS, 1996;
BEZERRA; TEIXEIRA, 2000). No entanto, nos animais sensibilizados, os
anticorpos gerados nas sensibilizagdes foram capazes de neutralizar os efeitos
exacerbadores do SGS, visto que quando o soro dos animais sensibilizados foi
incubado com o SGS, as lesdes foram menores que as encontradas nos animais
cujo indculo foi constituido de parasitas e SGS incubado com soro de

camundongos normais (BELKAID et al., 1998).

A continua exposicdo dos hospedeiros aos insetos hematéfagos pode
afetar as fungdes biolégicas dos vetores e consequentemente o mecanismo de
transmissao de patégenos, através da produgdo de anticorpos contra antigenos
dos insetos. Neste contexto, ALGER e CABRERA (1972) verificaram um aumento
nas taxas de morte de Anopheles stephensi quando alimentados em coelhos
sensibilizados com antigenos do mosquito. Estes autores sensibilizaram os
coelhos com trés tipos de antigenos preparados a partir de extratos dos
mosquitos: sobrenadante da fragdo total do extrato; sedimento do extrato e
antigenos do estdbmago do mosquito. As taxas de morte dos mosquitos foram
maiores naqueles alimentados em coelhos injetados com antigenos do estdmago.

O mecanismo proposto pelos autores para explicar tais fendmenos aborda a agao
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dos anticorpos no interior do mosquito que podem (1) afetar as células digestivas
do vetor, (2) inibir proteases ou outras enzimas gastricas, (3) bloquear
mecanicamente os microvilos com a consequente diminuicdo da superficie de

absorgao e (4) causar a morte da fauna bacteriana do intestino do inseto.

GHOSH e MUKHOPADHYAY (1998) estudaram a ag¢ao dos anticorpos
antisaliva de flebotomineos, demonstrando haver participagdo destes anticorpos
nas taxas de morte de Phlebotomus argentipes quando alimentado em hamster
pré-expostos aos flebotomineos ou artificialmente em membranas contendo soro
de hamster previamente sensibilizado. Apds a décima primeira exposi¢ao, o
numero de fémeas que se alimentaram nos hamsters foi significantemente menor
com relagdo a primeira. As taxas de morte dos flebotomineos ao longo das
exposi¢coes aumentaram, sendo estatisticamente significante a diferenca entre a
primeira e a décima primeira exposicdo. Na alimentacao artificial, as taxas de
morte das fémeas de P. argentipes foram maiores no grupo alimentado com o
soro de hamster previamente exposto do que no grupo controle, demonstrando o
papel dos anticorpos na sobrevivéncia das fémeas apds o repasto de sangue.
Contrariamente, VOLF e ROHOUSOVA (2000) expuseram camundongos,
hamsters e coelhos por um periodo de dois meses as picadas de trés espécies de
flebotomineos do género Phlebotomus (P. papatasi, P. perniciosus e P.
halepensis) e, apesar dos altos niveis de anticorpos antisaliva produzidos em
cada hospedeiro, estes autores ndo observaram aumento das taxas de morte dos
flebotomineos ao longo das exposi¢des.

Em areas endémicas, as exposi¢cdes de individuos aos vetores induzem a

formacéo de anticorpos contra elementos presentes no conteudo salivar. BARRAL
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e cols. (2000) detectaram anticorpos IgG antisaliva do flebotomineo L. longipalpis
no soro de criangas residentes em &area endémica para leishmaniose visceral,

transmitida por este flebotomineo.

1.6 Reacgdes as picadas de insetos hematdfagos

A reagao resultante de picadas de insetos pode ser variada, havendo a
participagao dos componentes tanto de uma resposta imediata, que surge logo
apos a picada e dura alguns minutos, quanto de uma resposta tardia, aparecendo
depois de algumas horas ou dias (GORDON; CREEW, 1948; McKIEL, 1959;

CRIEP, 1976).

A resposta de hipersensibilidade do tipo | € uma reagao imunolégica que se
desenvolve rapidamente, ocorrendo minutos depois da combinagado do antigeno
com anticorpos IgE ligados a mastdécitos e baséfilos, principais células neste tipo
de hipersensibilidade, em individuos previamente expostos as picadas de insetos.
A ativagdo de mastécitos mediada por IgE, libera histamina, leucotrienos e
citocinas pré-inflamatérias que atraem células inflamatdérias nos locais de
deposi¢do do antigeno. Esses eventos sdo regulados por indugao de linfécitos,
que promovem a sintese de IgE e o acumulo de células, principalmente
eosindfilos (ABBAS et al., 1998). Os achados clinicos resultam da liberagdo de
mediadores inflamatérios dos mastécitos assim como o acumulo de um exsudato
inflamatério rico em eosindfilos. A hipersensibilidade imediata pode ser transferida
através do soro de animais sensibilizados para animais nao sensibilizados

(ALLEN, 1966), demonstrando a participagdo dos componentes séricos na
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formagéao deste tipo de hipersensibilidade.

Uma resposta muito mais comum que acontece devido as picadas de
insetos é a resposta tardia da hipersensibilidade do tipo I. A resposta tardia, em
geral, € muito menos severa do que a resposta imediata, podendo ocorrer edema
e prurido intensos (AREAN; FOX, 1955; McKIEL; WEST, 1961; ALLEN, 1966). A
reagcao tardia parece nao ter relagao com picadas prévias, no entanto, a reagao
imediata acomete geralmente individuos com prévio contato aos insetos
(GORDON; CREEW, 1948; MCKIEL, 1959). Esta reacao tardia é caracterizada
pela presenca de eosindfilos e por células T auxiliadoras tipo Il, em contraste a
resposta tardia da hipersensibilidade do tipo IV, representada pela presenga de
macroéfagos e das células T auxiliadoras tipo I. Esta ultima também pode ocorrer
devido as investidas dos insetos (SANSON et al., 1992; THEODOR, 1935;

GORDON; CREWE, 1948).

Os individuos picados por insetos desenvolvem diferentes padroes de
resposta cutdnea, onde alguns nao reagem as picadas enquanto outros exibem
reagdes variadas. Em geral, as picadas dos insetos podem levar a um estado de
sensibilizagdo, caracterizado pela presenga de uma resposta imediata. Com a
continua exposi¢ao, tais individuos podem reverter este estado voltando a

situagao inicial e atingindo um nivel de desensibilizagao.

THEODOR (1935) estudou experimentalmente as reagdes as picadas de
P. papatasi em voluntarios. As picadas deste inseto causaram reag¢des cuténeas

tardias, aparecendo dias apds as exposi¢gdes. No inicio, somente um pequeno
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ponto hemorragico acompanhado por irritagdo local foi relatado pelos voluntarios
apés as picadas. Entre 4 el14 dias, a depender da sensibilidade do voluntario,
uma papula de 1 a 2 milimetros de didmetro e acompanhada de intensa irritagao
foi detectada no local das picadas. A medida que as exposi¢des iam acontecendo,
o periodo entre as primeiras picadas e o aparecimento das rea¢g6es assim como a
intensidade da reagdo cutadnea local diminuia, tornando-se semelhantes ao

observado durante as primeiras exposigoes.

Os estudos de MELLANBY (1946 apud McKIEL; WEST, 1961) mostraram
que individuos que sado continuamente expostos as picadas de mosquitos exibem
fases de sensibilidade distintas e que estas fases seguem uma sequéncia regular.
Na primeira fase o individuo ndo mostra ser sensivel a picada. Na segunda fase
surge uma reagao do tipo tardio. Na terceira ocorre uma mistura de reagoes,
representada tanto pela resposta imediata quanto pela tardia. A quarta fase é
representada somente pela reagdo imediata e, finalmente, a quinta fase se
caracteriza pela auséncia de reagdo. Este padrdo de resposta, que parte de uma
reacdo tardia e termina com uma reagdo imediata ou auséncia completa de

reagao (MCKIEL; WEST, 1961; CRIEP, 1976).

BENJAMIN e cols. (1961) expuseram cobaios as picadas de puigas e
descreveram as mesmas mudangas das reagbes cutaneas observadas por
THEODOR (1935) e por MELLANBY (1946 apud McKIEL; WEST, 1961) em
humanos. (BENJAMIN et al., 1961). Os resultados de BENJAMINI e cols. (1961)

estao esquematizados no quadro abaixo.
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Quadro 1. Fases do desenvolvimento das rea¢gdes cutidneas provocadas por

picadas repetidas de pulgas em cobaios.

Estagios imunoldgicos Reacéao imediata Reacao tardia
Fase | - -
Fase Il - +
Fase Il + +
Fase IV + -
Fase V - -

Segundo BENJAMIN e cols. (1961)

Mais recentemente, RATZLAFF e WIKEL (1990), trabalhando com piolhos,

obtiveram resultados semelhantes.

1.7 O papel das células inflamatdrias nos animais sensibilizados com picadas de

insetos hematdfagos

As mudangas na resposta imune do hospedeiro devido as continuas
exposicoes as picadas dos insetos hematéfagos sao também refletidas no padréao

do infiltrado celular em animais ja sensibilizados com a saliva destes animais.

Muitos trabalhos demonstraram que as células inflamatérias exercem papel
importante contra ectoparasitas permanentes. ASKENASE (1977) observou que o
predominio de basdfilos (até 80% do exsudato) no local das picadas de
ectoparasitas em cobaios, conhecido como hipersensibilidade basofilica cutanea

(HBC), confere resisténcia ao ectoparasitismo, visto que quando cobaios
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apresentam HBC, um menor numero de artropodos é observado picando estes

animais.

NELSON e cols. (1979) estudaram duas linhagens de camundongos, uma
que desenvolveu resisténcia (CFW) e outra que nao desenvolveu resisténcia
(C57BL/6) a infestagdo pelo piolho P. serrata, e mostraram que a auséncia de
resisténcia na linhagem C57BL/6 foi devido a falta de fatores quimiotaticos para
neutréfilos, visto que estas células estavam ausentes nesta linhagem no inicio do

processo inflamatério, cerca de duas semanas apds a infestagao.

Estudando a cinética das células basofilicas e eosinofilicas no sangue de
cobaios expostos as picadas de L. /ongipalpis, BROWN e ROSALSKY (1984)
mostraram um aumento de basdfilos e eosindfilos no sangue dos cobaios
expostos quando comparados aos ndo expostos e que isto poderia se refletir no
influxo destas células no local de entrada de parasitas transmitidos por este vetor,

modificando consideravelmente o progresso da infecgéo.

As reagdes histoldgicas nos sistemas envolvendo piolhos e camundongos
mostram que as alteragfes cutdneas sdo os fatores principais responsaveis pelo
aparecimento de resisténcia ao ectoparasitismo. Estas mudancas sao
representadas por um aumento no influxo de células inflamatérias para o local da
picada dos piolhos. NELSON e cols. (1972) realizaram um estudo abordando os
aspectos histolégicos da pele de camundongos infestados por P. serrata. Através
de injecao de extrato contendo partes do inseto, estes autores constataram que

os animais estavam sensibilizados e que esta sensibilizagao conferia resisténcia
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dos camundongos a presenga dos piolhos. Na primeira fase do estudo, que durou
4 semanas, houve um aumento do influxo de eosindfilos, neutréfilos e linfécitos e
na segunda fase, as oito semanas restantes do estudo, ocorreu um aumento no

numero de linfécitos, mondcitos e de fibroblastos.

A sensibilizagdo dos cobaios a picadas de pulgas nos experimentos de
BEINJAMIN e cols. (1961) foram posteriormente analisadas do ponto de vista
histolégico por LARRIVEE e cols. (1964) que demonstraram um padrao distinto de
infiltragdo celular nas diferentes fases da sensibilizagdo. A primeira fase se
caracteriza pelo surgimento de um discreto infiltrado celular apdés 24 horas da
picada. Na segunda fase, no inicio, ndo ha reatividade imediata. Nas bidpsias de
24 horas, um intenso infiltrado dérmico de mondcitos e linfécitos, acompanhado
por uma invaséo mononuclear na epiderme, caracteristico de uma resposta do
tipo tardia, foi observado. Na terceira fase, ocorreu um infiltrado celular
representado por eosindfilos e mondcitos resultante da picada desafio. No inicio
surge um intenso infiltrado eosinofilico e depois de 24 horas o infiltrado celular
predominante é de linfécitos e mondcitos e os eosindfilos estao escassamente
presentes. Um infiltrado eosinofilico representa o inicio da fase quatro com uma
resposta discreta de mondcitos apds 24 horas. Na ultima fase, as bidpsias
revelaram a auséncia de resposta celular e uma histologia similar as bidpsias dos
animais nao sensibilizados. Esta sequéncia de eventos ocorridas na pele dos
animais mostra a relagao entre a resposta tardia e mondcitos e resposta imediata

e eosindfilos.
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1.8 Bolsao inflamatdrio como modelo experimental para estudos de recrutamento

celular

SEDWICK e col. (1983) demostraram que a injegao de ar juntamente com
um irritante na superficie dorsal de ratos iniciou uma resposta inflamatéria util
para estudar a agdo de drogas anti-inflamatdrias. A inflamagéo no bolsdo de ar é
um modelo que tem a vantagem de criar um espacgo particular para a indugao de
uma resposta inflamatdria e estudar a inflamagédo aguda, na qual a extravasao de
fluidos, a migragdo celular e varios parametros bioquimicos no exsudato
involvidos na resposta inflamatéria podem ser medidos rapidamente. MATTE e
OLIVIER (2002), através desta técnica, investigaram se espécies de Leishmania
poderiam induzir respostas inflamatérias distintas in vivo, fazendo a correlagao

com o desenvolvimento da patogénese de cada espécie estudada.
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2 OBJETIVOS

Hipdtese: a saliva de Lutzomyia longipalpis é capaz de induzir uma resposta

inflamatdria que se intensifica a medida que as exposi¢gdes ocorrem.

2.1 Objetivo geral

Caracterizar a resposta inflamatéria do hospedeiro a saliva de L.
longipalpis e avaliar como esta resposta afeta a capacidade hematofagica do

inseto.

2.2 Objetivos especificos

v' Avaliar a capacidade inflamatdria da saliva de L. longipalpis investigando a
resposta histoldgica da orelha de camundongos sensibilizados pela picada
do inseto e desafiados com sonicado de glandula salivar.

v Avaliar os niveis de anticorpos antisaliva, da classe IgG e suas sub-classes
em camundongos expostos a picada de L. longipalpis.

v Avaliar como a resposta inflamatéria do hospedeiro afeta a capacidade de
obtengao do alimento sanglineo por L. longipalpis.

v" Avaliar o efeito da saliva de L. longipalpis no recrutamento celular através

da técnica do bolsao inflamatério.
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3 JUSTIFICATIVA

Os individuos que sao continuamente expostos a picadas de mosquitos
exibem uma sequéncia regular de sensibilidade, iniciando com uma fase ausente
de reagdo, seguida de uma resposta do tipo tardia, depois tardia e imediata,
somente imediata e culminando com a auséncia completa de reagdo a picadas.
(MELLANBY, 1946 apud McKIEL; WEST, 1961). Isto também se observa frente a

picadas de outros insetos.

Dada a importancia da saliva no que concerne a imunizagao do hospedeiro
e seu papel nas infecgbes, conjectura-se a produgédo de vacinas utilizando os
componentes salivares como matéria-prima. O maxadilan, encontrado na saliva
de L. /ongipa/pis, além de exercer um papel importante no bloqueio da
hemostasia, pode atuar também como substédncia exacerbadora e
imunomoduladora da infecgado por Leishmania (QUERESHI et al., 1996; MORRIS
et al., 2001). Este peptideo, injetado juntamente com L. major em camundongos
CBA foi capaz de exacerbar a infecgédo, tal qual o extrato salivar (TITUS;
RIBEIRO, 1988). Os experimentos de MORRIS e cols. (2001) demonstraram que
as lesdes e a carga parasitaria sdo menores em camundongos imunizados com o
maxadilan (MORRIS et al., 2001). Outro peptideo encontrado na saliva de P.
papatasi, a proteina salivar SP15, apresentou prote¢do similar ao maxadilan. A
imunizagdo de camundongos C57BL/6 com este peptideo, afetou
significantemente a manifestacdo da infeccdo com L. major, quando injetado
juntamente com a saliva, avaliada pelo menor tamanho da lesdo e baixa carga

parasitaria em comparagdo aos camundongos imunizados com o peptideo e
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desafiados com o parasita sem a participagdo da saliva (VALENZUELA et al.,

2001).

A presencga de anticorpos antisaliva de insetos produzidos pelo hospedeiro
e o papel imunizador da saliva demostrando experimentalmente sugerem que as
moléculas responsaveis por esta imunogenicidade podem ser fortes candidatos a

produgcado de uma vacina.

Além dos anticorpos especificos contra a saliva dos insetos hematéfagos, o
aumento do infiltrado celular na area exposta a picadas freqtientes pode refletir na
sobrevivéncia de parasitas por eles transmitidos, modificando consideravelmente
o progresso infeccioso. Para tal, torna-se importante o estudo da resposta do
hospedeiro, tanto humoral quanto celular, frente a continua exposi¢gao da saliva

dos insetos hematéfagos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Criagao e obtengao dos flebotomineos

Os insetos utilizados foram provenientes da colbnia de Lutzomyia
longipalpis do laboratério de imunoparasitologia do Centro de Pesquisas Gongalo
Moniz (CPqQGM/FIOCRUZ). Para a manutencdo da colbénia, os flebotomineos
foram coletados na localidade de Cavunge, municipio de Ipecaetd, no estado da
Bahia. Na captura utilizou-se armadilha luminosa do tipo CDC montadas no
crepusculo vespertino e retiradas no crepusculo matutino. Apds a retirada, os
saiotes das armadilhas contendo os insetos capturados foram devidamente
acondicionadas e levadas a sede do projeto, localizada em Cavunge e
posteriormente para o CPqGM/FIOCRUZ. Hamsters (Mesocricetus auratus) foram
utilizados como fonte alimentar da fase adulta dos insetos. Os hamsters foram
anestesiados com ketamina (0,5mg/g) e colocados em gaiolas contendo
flebotomineos adultos e deixados por um periodo aproximado de 1 hora para
repasto sanguineo. As gaiolas foram postas em estufa incubadora (B.O.D) a
26°C. Foi adicionada ao sistema solugdo agucarada (v/v) para a alimentacao dos
machos, que nao sao hematéfagos, e também para as fémeas que porventura
nao se alimentaram de sangue. Apds a alimentagdo sanguinea, as fémeas foram
transferidas para os potes de ovipostura. Os potes foram acondicionados em
caixas de plastico com umidade controlada. As caixas plasticas foram postas em
uma estufa incubadora, a uma temperatura constante de 26°C. Uma vez nos
recipientes de oviposicdo, os adultos foram alimentados com &gua agucarada

como descrito acima. As fémeas mortas apés a ovipostura foram retiradas e
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montadas em balsamo para posterior identificacdo da espécie. As larvas, apds a
eclosao, foram alimentadas com ragao a base de fezes de coelho. Para combater
os fungos, adicionou-se um pouco de areia previamente autoclavada nos
recipientes seguida de uma leve agitacdo. Os adultos recém emergidos foram
transferidos dos recipientes para uma gaiola e deixados a base de alimentagao

agucarada até o momento de exposi¢do aos animais experimentais.

4.2 Animais de experimentacdo

Um total de 10-15 fémeas de Lutzomyia longipalpis foi utilizado em cada
camundongo na etapa de sensibilizagdo dos animais. Estes insetos foram
colocados em um alimentador artificial construido no laboratério a partir de um
tubo de 50ml adaptado para expor somente a orelha a ser oferecida aos

flebotomineos. A exposicao ocorreu em um periodo de 30 minutos.

Foram utilizados 76 camundongos BALB/c, 18-20g, provenientes do
biotério do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz/FIOCRUZ. Os animais foram

anestesiados com Ketamina (0,2mg/g) a cada exposigao.

4.3 Obtengao do sonicado de glandula salivar (SGS)

As glandulas salivares foram retiradas de Lutzomyia longipalpis adultos
com idade entre 5 e 7 dias apds emergéncia. As glandulas extraidas foram
colocadas em tubos de 1,5 ml, contendo salina fosfatada pH 7,4 (PBS) e

estocadas a —70°C até o momento do uso. Os tubos com as glandulas foram
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postos em um recipiente com gelo para evitar a desnaturagdo das proteinas
glandulares. As glandulas foram sonicadas por 40 segundos, sendo 20 de cada
lado do tubo para garantir a quebra total das glandulas, a uma frequéncia de
1Hertz e poténcia de 90 Watts (Branson Sonifier®, Danbury, CT, USA). Em
seguida, o sonicado foi centrifugado (8161g/2min) com a finalidade de separar a
saliva dos tecidos glandulares. A saliva foi diluida em salina, aliquotada e

criopreservada a —70°C até a sua utilizagao.

4.4 Sensibilizagao e desafio dos camundongos

No esquema de sensibilizagao foram estabelecidos trés grupos de animais:
grupo (I) animais sem exposi¢ao a picadas; grupo (ll): animais submetidos a uma
unica exposigao; grupo (lll): animais expostos cinco vezes, com intervalos de 10
dias, a picadas dos insetos. Todos os grupos foram desafiados com injegcao de
0,2 par de glandulas salivares em 10ul de SGS na orelha exposta (direita). Os
grupos 1l e lll foram desafiados apés 10 dias da ultima exposi¢gao. Cada grupo foi

composto de 12 animais.

4.5 Dosagem de imunoglobulinas

Os soros dos camundongos estudados, utilizados para a dosagem de
anticorpos antisaliva foram coletados através de pungéo retro-orbital 10 dias apés
o ultimo desafio nos animais estudados. Aproximadamente 300 pul do sangue
obtido foram colocados em tubo Eppendorf e, apds retengdo do coagulo, foram

centrifugados a 2040g/6min. O soro recolhido foi estocado a —20°C até o uso.
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Para a dosagem de IgG total, placas de 96 pogos (Limbro/Titertek) foram
sensibilizadas com 5 pares de sonicado de glandulas salivares de L.
longipalpis/ml em tampao carbonato-bicarbonato (NaHCOS3 0,45 M, Na2CO3 0,02
M, pH 9,6) e incubadas overnight a 4°C. Apds trés lavagens das placas com PBS
contendo Tween 20 a 0,05% (PBS-T 0,05%), fez-se o bloqueio com PBS-T 0,5%
contendo albumina bovina sérica (BSA) a 5% por 2 horas a temperatura ambiente
(T.A.). Os soros foram diluidos a 1:10 em PBS-T 0,005% e incubados overnight a
4°C. Apés trés lavagens, os pogos foram incubados com IgG anti-mouse
conjugada a fosfatase alcalina, diluida a 1:1000, durante uma hora a 37°C. Depois
de trés lavagens, aplicou-se o substrato PNP-fosfato (paranitrofenil fosfato)
1mg/ml por 15 minutos a T.A. Interrompeu-se a reagdo com NaOH 3M. A leitura
foi realizada com filtro de 405nm (Molecular Devices - eMax microplate reader,
San Diego, CA). Para a dosagem das subclasses de IgG, placas de 96 pogos
(Immuno™ Plate Maxisorp™, Surface Flat Botton, Nunc, Naperville, USA) foram
sensibilizadas como descrito acima. O bloqueio foi feito com PBS-T 0,5% por 2h a
T.A. Em seguida adicionou-se os soros diluidos 1:50 em PBS-T 0,05% e incubou-
se por 45 minutos a T.A. Apds trés lavagens, aé placas foram incubadas por 1
hora a 37°C com anti-lgG1, 1gG2a e IgG2b de camundongos conjugados a
peroxidase diluidos a 1:1000 em PBS-T 0,05%. Apds trés lavagens, aplicou-se o
substrato (ExtrAvidin®, Sigma Immuno Chemicals, St. Louis, USA) diluido a
1:400. Depois de quatro lavagens, foi usado como revelador o ABTS (2-2’-azino-
di-[3-ethylbenz-thiazoline-6-sulfonic  acid] Sigma, St. Louis, USA)) na
concentragdo de 0,5mg/ml (uma pastilha de ABTS de 10mg dissolvido em 20m|

de perborato de sédio) e H2O; (5ul/ml). Apds cerca de 15 minutos, realizou-se a
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leitura com filtro de 405nm (Molecular Devices - eMax microplate reader, San

Diego, CA).

4.6 Histopatologia

As segoes das orelhas correspondentes ao local desafiado (marcados com
tinta Nankin) foram retiradas 2h e 48h ap6s o desafio e fixadas em formol a 10%.
Apds serem processadas e hidratadas, as se¢bes foram embebidas em parafina,
cortadas na espessura de 5 micrébmetros e coradas pela hematoxilina e eosina e,
para a identificagdo dos mastdcitos, pelo azul de toluidina. A quantificagao das
células inflamatdrias foi realizada com objetiva de imersao 100x e ocular de 10x
(Zeiss Axioskop-2). Foram contadas todas as células inflamatérias do sitio de

inoculag@o com salina ou SGS nos 3 grupos de animais.

4.7 Bolsao inflamatorio

Foi realizado a técnica do bolsdo inflamatério de acordo com MATTE e
OLIVIER (2002) nos trés grupos de camundongos (I, Il e lll), na regiao
subcutdnea do dorso de camundongos BALB/c expostos e ndo expostos a
picadas de L. longipalpis, sendo cada grupo subdividido em trés subgrupos de
quatro animais. Subgrupo 1 - injetados com LPS na concentragdo de 10ug/ml,
diluido em 0,5 ml de salina estéril + 2ml de ar estéril. Subgrupo 2 - injetados com
0,5 par de glandula ssalivares em 0,5 ml de salina estéril + 2ml de ar estéril.
Subgrupo 3 - considerados controles, injetados com 0,5 ml de salina estéril + 2ml

de ar estéril. As células do exsudato inflamatdrio foram coletadas ap6s 12 horas
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da aplicagdo do estimulo. Para a coleta, realizou-se a lavagem do bolsdo com o
inéculo de 5 ml de salina estéril no interior do mesmo. Em seguida, as células do
exsudato foram centrifugadas, resuspensas em 1 ml de salina, contadas em
hemocitdmetro, ajustadas para 10* células/ml, imobilizadas em laminas por
citocentrifugagdo (52,23g/5min) e coradas pelo Diff-Quick (Baxter, Miame, IL,
USA). Foram contadas 200 células com objetiva de imersao, observando-se os

diferentes tipos de células inflamatdrias.

4.8 Andlises estatisticas

A analise estatistica foi utilizada com o uso do programa GraphPad-Prism
3.0 (Graphpad Softwear, San Diego, CA-USA). O teste T pareado foi aplicado
para estabelecer o nivel de significancia entre os grupos de camundongos. Os

resultados foram considerados estatisticamente significantes quando p<0,005.
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5 RESULTADOS
5.1 Fémeas alimentadas

Em média, 39,4+2,1% das fémeas alimentaram-se nos camundongos em
cada exposicao. Na quarta exposigdo, o numero de fémeas alimentadas foi
estatisticamente maior em comparagdao com a primeira (p=0.002). Quando se
compara a primeira exposigdo com a ultima, nao houve diferenca estatisticamente

significante (P=0.173) (Figura 1).
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Figura 1. Numero de fémeas de L. longipalpis alimentadas em camundongos
BALB/c em cada exposigao. Os camundongos foram expostos a 10-15 fémeas do
flebotomineo por cerca de 30 minutos. As fémeas foram contidas em um
alimentador artificial preso a orelha direita dos camundongos. As fémeas
engorgitadas foram contadas ao final de cada exposigao.

5.2 Anticorpos antisaliva

Os camundongos expostos cinco vezes a picadas de L. longipalpis
apresentaram niveis de anticorpos IgG antisaliva (DO=0,213+0,014) mais altos

em comparagao aos animais nao expostos (DO=0,004+0,001) e aqueles expostos
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somente uma vez (DO=0,005 = 0,001) (Figura 2). Os niveis de anticorpos IgG1
também foram mais altos nestes animais (DO=0.120+0.020) quando comparados
aos animais nao expostos (DO=0.008+0.002) e aqueles expostos uma vez
(DO=0.005+0.001). Nao houve significancia estatistica quando se compara os
niveis de anticorpos IgG2a e IgG2b dos animais 5 vezes sensibilizados
(DO=0.009+0.002; 0.011+£0.002, respectivamente) com o0s animais néao
sensibilizados (DO=0.007+0.002; 0.008+0.001, respectivamente) e aqueles com

uma sensibilizagcdo (DO=0.006+0.001; 0.013+0.001, respectivamente) (figura 2).

0.25+

0.204

0.15-

DO/405nm

0.104

0.054

IgG total IgG1 lgG2a lgG2b

Figura 2. Niveis de anticorpos da classe, IgG e subclasses 1gG1, 1gG2a e IgG2b
antisaliva de L. /ongipalpis no soro de camundongos BALB/c de acordo com o
grau de exposicdo a saliva do inseto. Trés grupos de camundongos foram
expostos a sensibilizagdo por picada de L. longipalpis por 5x (grupo 1), 1x (grupo
2) ou ndo expostos (grupo 3). Os soros dos animais foram coletados 10 dias apo6s
a ultima exposic@o. O intervalo entre cada exposig¢éo foi de 10 dias. Os niveis de
anticorpos IgG total, 1IgG1, IgG2a e |gG2b antisaliva foram determinados através

do teste ELISA e a leitura foi realizada com filtro de 405nm.
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5.3 Histopatologia

O infiltrado inflamatdrio na orelha dos camundongos cinco vezes expostos
a picadas de L. longipalpis mostrou-se mais intenso (salina=122,6, SGS=446,8)
do que nos animais ndo sensibilizados (salina=26,2; SGS= 31,6) e nos animais
com uma exposicao (salina=79,5; SGS=96,1). Houve um aumento do numero de
neutréfilos, macréfagos e mastécitos ao longo das sensibilizagdes (tabela 1). Os
eosindfilos foram encontrados na derme auricular a partir da primeira exposigao
apés 2h do desafio com SGS e foram mais representativos na orelha dos animais
com cinco exposigdes, tanto 2h (18+6,1) quanto 48h (88+2,7) apos o desafio com

SGS (tabela 1 e figura 3).

Nos animais n@o sensibilizados nao houve diferenga no nimero diferencial
de células quanto ao desafio, exceto quanto ao numero de neutrdéfilos entre 2h e
48h (salina = 2h: 10,4+4,4; 48h: 1,3+2,8). Nos animais expostos uma vez, foi
observado uma presenga mais consistente de neutrdfilos, mastécitos e eosindfilos
2h apods o desafio com SGS (31,616,0; 10+2; 2+1,7, respectivamente), em
comparagao aos animais nao sensibilizados desafiados com SGS (12,8+4,0; 7£2;
0,0, respectivamente). Com 5 exposi¢gdes as diferengas entre os desafios com
salina e SGS se conservaram em relagcdo aos neutrdfilos, eosindfilos e
mastdcitos. O numero de macréfagos foi diferente entre 2h e 48h apds o desafio
com salina (17,4+4,3; 29,3%19,7, respectivamente) e com SGS (41,7124,

60,948,7, respectivamente).
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Os animais com 5 exposi¢des apds 2h do desafio com salina observou-se
um edema moderado enquanto nos desafiados com SGS foi observado
hemorragia e o edema foi mais intenso. O quadro histopatolégico apés 48h do
desafio com salina o edema se mostrou discreto, e nos animais desafiados com

SGS foi observado focos de necrose e células de aspecto apoptaético.

Tabela 1. Quantificacdo de células inflamatdrias encontradas no local do desafio
com sonicado de glandula salivar em orelhas de camundongos BALB/c com

diferentes exposigdes a picadas de L. longipalpis.

2h 48h

Neut Mo Eos | Mast Neut Mo Eos | Mast

NS | Salina | 10,4+4,4 | 6,5+2,5 0 4+1 1,3+2,8 0 0 4+1
SGS | 12,814,0 | 5,8t4,7 0 7+2 0 0 0 6x1

1x | Salina | 19,7+4,8 | 15,1+4,6 0 6+1 14,4+3,3 | 19,314 .4 0 5+1
SGS | 31,616,0 | 17,6+£4,3 |2+1,7| 10%2 12,7+2,9 | 14,2458 0 813

5x | Salina | 27,1£7,5 | 17,4+4,3 0 10+2 |26,8+10,3| 29,319,7 0 1213
SGS |143,518,8(41,7+12,4| 1846 | 14+2 |66,9+10,2| 60,948,7 | 8+2,7 | 1313

As secdes das orelhas correspondentes ao local desafiado foram retiradas

apés 2 e 48 horas do desafio e fixadas em formol a 10% e coradas com
hematoxilina e eosina. A quantificagdo das células inflamatdrias foi realizada com
objetiva de imersao 100x e ocular de 10x. Utilizou-se a contagem de todas as
células inflamatdrias do sitio de inoculagao com salina ou SGS nos 3 grupos de

animais.
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Figura 3. Células presentes na derme auricular de camundongos BALB/c
expostos e nao expostos a picadas de L. longipalpis e desafiados com salina ou
SGS. As se¢des das orelhas foram retiradas apds 2 e 48 horas do desafio,
fixadas e coradas pela hematoxilina e eosina. Utilizou-se a contagem de todas as
células inflamatérias do sitio de inoculagao com salina ou SGS nos 3 grupos de

animais.
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A0

Figura 4. Histologia da orelha de camundongos néo sensibilizados apds 2h e 48h
do desafio com SGS. A seta mostra em A area de edema e congestao vascular.

As laminas foram coradas pela hematoxilina & eosina (200X).
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Figura 5. Histologia da orelha de camundongos sensibilizados 5X apés 2h do
desafio com salina e SGS. A seta mostra em B um edema mais intenso e com
infiltrado inflamatdrio representado por neutréfilos e eosindfilos. As laminas foram

coradas pela hematoxilina & eosina (200X).
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Figura 6. Histologia da orelha de camundongos nao sensibilizados apés 48h do
desafio com SGS. A seta mostra em A um infiltrado intenso de macréfagos e
neutréfilos, corados pela hematoxilina & eosina (200X) e em B mastécitos

corados pelo azul de toluidina (1000X).
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5.4 Bolsao inflamatorio

Os neutrdfilos foram as células que predominaram no exsudato inflamatério
nos trés grupos de camundongos: nao sensibilizados (salina=67,6 +0,8;
SGS=51,25+11,6), sensibilizados 1x (salina=65,5t4,9; SGS=63,210,2) e
sensibilizados 5x (salina=65,25+1,0; SGS=73,75+3,8) (Tabela 2). O numero de
Mo/M¢ foi maior no exsudato do bolsdo inflamatério dos animais nao
sensibilizados injetados com SGS (33,2548,8), com uma redugao nas exposi¢coes
subseqlientes (1X=16,15t4,4 e 5X=4,2+1,7). Os linfécitos mostram-se levemente
aumentados no exsudato dos animais sensibilizados 5x e tratados com SGS
(salina=15,5+3,5) em relagcdo a primeira sensibilizagdo nos animais tratados com
SGS (5,25%1,7). Nos animais injetados com LPS, o exsudato foi representado

predominantemente por neutréfilos, quer seja nos animais nao sensibilizados,

quer seja nos animais sensibilizados 1 e 5 vezes.
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Tabela 2. Numero percentual de células presentes no exsudato do bolséo

inflamatério de camundongos BALB/c sensibilizados com picadas de L.

longipalpis e tratados com salina e SGS.

Exposicdo |Desafio | Neutréfilo (%) | Macréfago (%) Eosindfilo (%) | Linfécito(%)
Ns Salina 67,6 £0,8 18,25+2,4 5,1+1,2 9,0+2,8
SGS 51,25+11,6 33,25£8,8 10,2541,0 5,25+1,7
1x Salina 65,5+4,9 21,5421 10,25%1,0 3,0+1,4
SGS 63,2140,2 16,15+4,4 6,3+1,4 11,542,1
5x Salina 65,25+1,0 14,25+1,7 2,2+0,3 8,5+1,4
SGS 73,75+£3,8 4,2+1,7 6,5+2,1 15,54£3,5

O bolsao inflamatdério foi feito com a inje¢ao de 2ml de ar estéril juntamente com

extrato de glandula salivar e salina na regido subcutdnea do dorso dos

camundongos. As células do exsudato foram coletadas apds 12h. Em seguida

foram centrifugadas, resuspensas, contadas em cémara de Neubauer e em

laminas coradas pelo Diff-Quick para a contagem diferencial.
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Figura 8. Numero de células acumuladas no exsudato do bolsdo inflamatério
apds 12h do estimulo com SGS de L. longipalpis e salina. O bolsao inflamatério
foi feito com a injecdo de 2ml de ar estéril juntamente com extrato de glandula
salivar e salina na regiao subcutdnea do dorso dos camundongos. As células do
exsudato foram coletadas apds 12h do indéculo dos estimulos no bolsdao. Em
seguida foram centrifugadas, resuspensas, contadas em cadmara de Neubauer e

em laminas coradas pelo Diff-Quick para a contagem diferencial.
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6 DISCUSSAO

Em média, 39,4+2,1% das fémeas alimentaram-se nos camundongos em
cada exposi¢cdo. O nimero de fémeas alimentadas esta relacionado com o grau
de preferéncia alimentar de cada espécie de inseto. Phlebotomus papatasi
alimenta-se bem em camundongos, no entanto L. /ongipalpis, que se alimenta
bem em humanos, coelhos e em hamsters, alimenta-se com dificuldades em
camundongos, tal qual P. perniciosus e P. halepensis, como observado por VOLF

e ROHOUSOVA (2000).

Varios trabalhos tém demonstrado que a continua exposigéo de animais de
experimentagdo a ectoparasitas permanentes resulta em diminuicdo do grau de
infestacdo destes nos hospedeiros, através de uma resisténcia adquirida
desenvolvida ao longo do contato entre ectoparasita e hospedeiro (TRAGER,
1939; RATZLAFF; WIKEL, 1990; MACALUSO; WIKEL, 2001). A existéncia ou nao
desta resisténcia depende tanto da espécie do ectoparasita quanto do hospedeiro
(SCHOELER; WIKEL, 2001). Neste contexto, os estudos com insetos
ectoparasitas temporarios sdo escassos (ALGER; CABRERA, 1972; GHOSH,;
MUKHOPADHYAY, 1998; VOLF; ROHOUSOVA, 2000). GHOSH e
MUKHOPADHYAY (1998) verificaram uma diminuigao entre a primeira e a décima
- primeira exposicdo do numero de fémeas do flebotomineo P. argentipes
alimentadas semanalmente em hamsters. No presente estudo, nao foi
evidenciada redugdo do nuimero de fémeas de L. longipalpis alimentadas nos
camundongos ao longo das cinco exposigdes, mostrando que no sistema

camundongo/L. longipalpis esta relagdo talvez nao exista ou o numero de
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exposigées aqui trabalhadas nao foi suficiente para se detectar uma diminuigao

significativa do processo hematoféagico.

Os camundongos BALB/c expostos cinco vezes (5X) a picadas de L.
longipalpis produziram anticorpos IgG antisaliva em maior quantidade que os
animais nao sensibilizados ou sensibilizados apenas uma vez. Anticorpos
antisaliva de flebotomineos tém sido detectados em hamsters repetidamente
expostos as picadas de P. argentipes (GHOSH; MUKHOPADHYAY, 1998), em
hamsters, coelhos e camundongos picados por P. papatasi, P. perniciosus e P.
halepensis (VOLF; ROHOUSOVA, 2000) e em camundongos inoculados por
lisado de glandula salivar de P. papatasi (BELKAID et al., 1998). Isto sugere que a
saliva destes insetos nao tenha algum efeito imunosupressor sobre as células
produtoras de imunoglobulinas, como acontece com a saliva do simulideo
Simulium vittatum e do reduviideo Rhodnius prolixus, (CROSS et al.,, 1993;

KALVACHOVA et al., 1999).

Os camundongos sensibilizados 5X apresentaram maiores niveis de
anticorpos IgG1 que os camundongos nao sensibilizados ou sensibilizados
apenas uma vez, como ja verificado em trabalhos anteriores com modelos
murinos expostos a picadas de mosquitos (CHEN et al., 1998; OHTSUKA et al.,
2001). Nao houve alteragao dos niveis de 1gG2a ao longo das exposi¢gdes, como
demonstrado por CHEN e cols. (1998), WANG e cols. (1999) e OHTSUKA e cols.
(2001). Os anticorpos da subclasse IgG1 estdo associados com processos
alérgicos e com o grau de exposi¢do dos animais a insetos, sendo regulados

pelas citocinas Th2, como a IL-4 (CHEN et al., 1998), enquanto isto, os anticorpos
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da subclasse IgG2a regulados pelas citocinas Th1, como o IFN-y (SNAPPER et
al., 1988). Os resultados aqui apresentados mostram que os camundongos
sensibilizados com picadas de L. longipalpis desenvolveram uma resposta

predominantemente do tipo Th2.

Nas orelhas dos animais expostos 5X a picadas de L. longipalpis, um
infiltrado mais pronunciado foi formado em relagdo aos grupos de camundongos
expostos 1X ou ndo expostos. Em animais de laboratério, quando continuamente
expostos as picadas de ectoparasitas permanentes, o infiltrado inflamatério se
intensifica no decorrer das infestagdes. Este infiltrado intenso esta relacionado
com a diminuicdo do ectoparasitismo nos hospedeiros (MOORHOUSE;
TATCHELL, 1969; NELSON et al., 1972, 1979; WALKER; FLETCHER, 1986).
Nos estudos de RATZLAFF e WIKEL (1990) com o piolho Polyplax serrata, as
alteragbes cutaneas resultantes das infestagcdes foram associadas com a
resisténcia dos camundongos aos piolhos. O nuimero aumentado das células
inflamatdrias é importante na transmissao de patégenos por artropodes, visto que
nos animais sensibilizados pela saliva de insetos as lesbes sdo muito menos
severas e ha também uma diminuigcao inicial da carga parasitaria (KAMHAW| et

al., 2000).

O infiltrado nas orelhas dos animais sensibilizados 5X sugere a formagao
de uma resposta tardia mista, com a participacao de elementos tanto de uma
resposta tardia da hipersensibilidade tipo |, representada pelos eosindfilos, quanto
de uma resposta de hipersensibilidade tipo IV, representada pelos macréfagos.

Isto difere da resposta tardia classica representada predominantemente pelos
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macrdéfagos e linfocitos. Esta resposta mista pode conferir eficiéncia na eliminagao
de parasitas intracelulares transmitidos por insetos vetores a hospedeiros ja
sensibilizados, como verificado por ANDRADE e cols. (1984) estudando a

imunopatologia da leishmaniose cutadnea experimental.

Os neutrdfilos tiveram seu numero aumentado ao longo das exposigoes,
bem evidenciado nos animais com 5 sensibilizagdes e desafiados com saliva.
Estas células sdo importantes na redugao da carga parasitaria no inicio de uma
infecgdo por parasitas transmitidos aos animais sensibilizados. NELSON e cols.
(1979) verificaram que neutrdfilos, juntamente com mastécitos, estavam
presentes na linhagem de camundongo (CFW) que desenvolveu resisténcia inicial
a infestagao pelo piolho Poliplax serrata e ausentes na linhagem de camundongo
(C57BL/6) que nao apresentou tal resisténcia. BELKAID e cols. (1998)
encontraram um predominio de neutréfilos na derme auricular dos camundongos
BALB/c previamente sensibilizados com SGS de P. papatasi e que este
predominio poderia estar relacionado com a diminuicdo da susceptibilidade dos

camundongos BALB/c a infecgao por L. major.

Na histologia do pavilhao auditivo, os macréfagos foram mais encontrados
nos animais 5 vezes sensibilizados, principalmente nos animais desafiados com
saliva. Desta forma, os macréfagos sdao as células que, juntamente com os
neutrdfilos, estariam envolvidas na eliminagdo parasitaria no inicio de uma
infecgdo. Entretanto, utilizando a técnica do bolsdo inflamatério, os
mondcitos/macréfagos foram mais encontrados no exsudato dos animais nao

sensibilizados tratados com SGS. Dados semelhantes foram relatados por ANJILI
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e cols. (1995), estudando a quimiotaxia da saliva do flebotomineo P. duboscqi
sobre macréfagos murinos em Iaminas de agarose e por ZER e cols. (2001), com
a saliva dos flebotomineos L. longipalpis e P. papatasi, através de estudos em
cadmaras de quimiotaxia. A capacidade quimiotdtica da saliva é de grande
importancia para os parasitas intracelulares que precisam ingressar nas células
fagociticas e escapar das ag¢des eliminatérias do meio extracelular. No exsudato
do bolsdo inflamatério dos animais com 5 exposigdes, o0 numero de
mondcitos/macréfagos foi menor. Isto se deve, provavelmente, a participagéo dos
anticorpos antisaliva de L. longipalpis que estariam exercendo um papel

bloqueador da agao quimiotatica da saliva.

O numero de mastécitos na orelha dos camundongos sensibilizados 5
vezes foi maior gue os animais nao sensibilizados ou expostos uma vez. Os
mastoécitos sdo células muito importantes nas reagOes de hipersensibilidade
imediata, através do processo de degranulagdo e liberacao de mediadores
vasoativos no local da inflamagéao. Estas células, assim como os basdfilos, séo
também muito importantes na aquisicdo de resisténcia ao ectoparasitismo
(ASKENASE, 1977; BROWN; ASKENASE, 1981; 1983; 1982; MATSUDA et al.,
1990). As substancias vasoativas presentes nos granulos mastocitarios sao
importantes na indugdo de uma resposta celular tardia (GERSHON et al., 1975),
sendo responsével pelo acumulo das células participantes na formagéo da DTH,

como os macroéfagos.

Os eosindfilos sdo células comuns nas infecgbes parasitarias, reagoes

alérgicas e naquelas induzidas por picadas de insetos hematofagos (CAPRON,
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1992; GLEICH et al.,, 1993). Estas células estavam ausentes nas orelhas dos
animais ndo sensibilizados, no entanto ja eram observados apdés a primeira
exposicdo. BROWN e ROSALSKY (1984) detectaram um aumento de eosindfilos
sanglineos 7 dias ap6s as picadas de fémeas de L. longipalpis em cobaios e
PARANHOS e cols. (1993) observaram eosinofilia em caes quando foram
inoculados via intradérmica com uma mistura de promastigotas de L. chagasi e

lisado de glandula salivar de L. longipalpis.

Os anticorpos antisaliva presentes nos individuos regularmente expostos a
picadas de insetos hematéfagos (REUNALA et al., 1994; PALOUSO et al., 1997
PENG et al., 1998; BARRAL et al., 2000) podem neutralizar o efeito exacerbador
dos componentes salivares e influenciar na susceptibilidade as infecgdes
transmitidas por insetos vetores, como demonstrado experimentalmente por
BELKAID e cols. (1998). Os flebotomineos séo insetos que permanecem por curto
contato com a sua fonte alimentar e, por conseguinte, durante o repasto de
sangue, nao sofrem as consequéncias de uma resposta exacerbada verificada
nos animais sensibilizados. No entanto, as modificagdes cutaneas, tais como
descamagao e espessamento, nos animais continuamente expostos podem
impedir os insetos de exercerem a hematofagia (NASH et al., 1965). Ao contrario
dos insetos, os parasitas por eles transmitidos encontram um ambiente
modificado e resistente a permanéncia e sobrevivéncia destes patégenos no local

da picada.
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8 CONCLUSAO

A saliva de L. longipalpis induz uma resposta inflamatéria com
caracteristicas indicativas de uma resposta mista, com elementos de uma reagao
tipo Th2 e aspectos de uma reagao tardia do tipo DTH, além de apresentar
quimiotaxia para macréfagos, modulada com as exposi¢oes, demonstrada no

modelo do bolsao inflamatério.
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