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RESUMO

ESTUDO PROTEICO DA SALIVA DE Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva, 1912)
(DIPTERA: PHLEBOTOMINAE) E O EFEITO DE SEUS EXTRATOS UTILIZANDO O
MODELO DO BOLSAO INFLAMATORIO. DEBORACI BRITO PRATES. O contetido
protéico da saliva de Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva, 1912) (Diptera:
Psychodidae: Phlebotominae) foi estudado. Este flebotomineo é o principal vetor da
Leishmaniose Visceral Americana em varias regides do Brasil. A saliva de vetores
desempenha um importante papel na obtengdo do alimento sanguineo, na
lubrificagdo das pegas bucais e na transmissdo dos parasitos. O contetdo e o perfil
protéico da glandula salivar de fémeas de Lu. longipalpis em jejum sanguineo e
alimentadas com sangue foram analisados em diferentes momentos. O conteltdo
protéico da glandula salivar de fémeas em jejum aumentou de 1,955 pg/mL no
primeiro dia apds emergéncia do inseto adulto para 7,457 pg/mL no terceiro dia, néo
variando muito até o sétimo dia. Um dia apos a alimentagdo sanguinea, o conteudo
protéico diminuiu para 5,046 pg/mL, porém essa concentragdo aumentou nos dias
subsequentes, atingindo 8,172 pg/mL no sétimo dia. O conteido de proteinas em
machos foi menor que em fémeas. O perfil eletroforético das proteinas da saliva de
fémeas foi analisado por SDS-PAGE. Bandas comrespondentes a 45 KDa foram mais
intensas. A maioria dos polipeptideos presente na saliva das fémeas em jejum
estava também presente em fémeas alimentadas. Contudo, em fémeas com um dia
apds a emergéncia ndo foi possivel observar as bandas de 6, 24, 27 e 130 KDa e em
fémeas com um dia apds a alimentagdo sanguinea, ndo foi possivel observar as
bandas de 6, 16, 27, 32, 37, 49, 61 e 130 KDa. O perfil eletroforético bidimensional
(2D) de proteinas da saliva de fémeas com 3, 5 e 7 dias apds a emergéncia revelou
um predominio de peptideos entre 14 e 45 KDa. O gel 2D de proteinas da saliva de
fémeas com 3 dias revelou 82 spots, o gel de 5 dias revelou 30 spots e 0 gel de 7
dias, 48 spots; todos os spots foram correspondentes. Além disso, o efeito da saliva
e de 6 fragbes suas, obtidas por HPLC, no recrutamento de leucécitos foi estudado
utilizando o modelo do bolsdo de ar inflamatério em camundongos BALB/c. Os
neutrofilos foram as células predominantes no exsudato. Porém, o recrutamento de
macroéfagos foi diferencial entre os grupos. O SGS induziu maior recrutamento de
macréfagos e os extratos 5, 9 e 10 tiveram uma capacidade de recrutamento de
macrofagos acima de 50% com relagdo ao SGS. Eosindfilos também estiveram
presentes no exsudato inflamatério, principalmente quando utilizado o SGS e os
extratos 5 e 9 como estimulos.

PALAVRAS CHAVE: Lutzomyia longipalpis, saliva, SDS-PAGE, eletroforese
bidimensional, bolsao inflamatério.



ABSTRACT

STUDY OF Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva, 1912) (DIPTERA:
PHLEBOTOMINAE) SALIVA PROTEIN AND THE EFFECT OF ITS EXTRACTS
USING THE INFLAMMATORY AIR POUCH MODEL. DEBORACI BRITO PRATES.
The amount of salivary gland protein in Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva, 1912)
(Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) was studied. This phlebotomine is the main
vector of the American Visceral Leishmaniasis in many Brazilian areas. The saliva of
vector plays an important role in the taking of blood meal, in the lubrication of the
mouthparts and in the parasite transmission. The salivary gland protein content and
profile from unfed and blood fed female of Lu. longipalpis were analyzed at different
times. The amount of salivary gland protein from sugar-fed female increased from
1.955 pg/mL in the first day after adult emergence to 7.457 pg/mL in the third day,
without change until the seventh day. One day after blood feeding, the protein
content decreased to 5.046 pg/mL, however this concentration increased at following
days to reach 8.172 ug/mL. The male protein content was lower than female protein
content. The electrophoretic profile of the saliva proteins from female insects was
analyzed by SDS-PAGE. Bands correspondents to 45 KDa were more intense. The
most of polypeptides present in the saliva of sugar fed female also were present in
the saliva of blood fed females. However, in female with one day after emergence
was not possible to observe the bands 6, 24, 27 and 130 KDa and in female with one
day after blood feeding was not possible to observe the bands 6, 16, 27, 32, 37, 49,
61 and 130 KDa. The bidimensional electrophoretic (2D) profile of the saliva proteins
from female with 3, 5 and 7 days after emergence revealed a predominance of
peptides between 14 and 45 KDa. The saliva protein 2D gel from female with 3 days
revealed 82 spots, the 2D gel from 5 days revealed 30 spots and the 2D gel from 7
days revealed 48 spots; all spots were correspondent. Moreover, the effect of the
saliva and six of its fractions, obtained by HPLC, in the leukocyte recruitment was
studied using the inflammatory air pouch model in BALB/c mice. The neutrophils were
the predominant cells in the exsudate. But, the macrophage recruitment was different
between groups. The SGS induced major macrophage recruitment and the extracts 5,
9 e 10 had a capacity of macrophage recruitment above 50% regarding the SGS.
Eosinophils were also present in the inflammatory exsudate, mainly when the SGS
and the extracts 5 and 9 were used as stimuli.

KEY WORDS: Lutzomyia longipalpis, saliva, SDS-PAGE, bidimensional
electrophoresis, inflammatory air pouch.



1 INTRODUGAO

1.1 Aspectos gerais dos flebotomineos

Os flebotomineos s&o insetos pertencentes a ordem Diptera, familia Psychodidae
e subfamilia Phlebotominae. A subfamilia Phlebotominae possui cinco géneros: no
Velho Mundo estdo incluidos os géneros Phlebotomus e Sergentomyia e no Novo
Mundo, os géneros Lutzomyia, Brumptomyia e Warileya (LEWIS, 1971, 1974). Esses
insetos tém distribuicdo mundial e cerca de 700 espécies de flebotomineos ja foram
descritas (FORATTINI, 1973; FELLICIANGELI et al., 1994). Nenhuma nagdo no
mundo tem tantas espécies de flebotomineos como o Brasil. De 400 espécies e
subespécies descritas de Lutzomyia, 229 encontram-se distribuidas neste pais
(KILLICK-KENDRICK, 2003). No Brasil, os flebotomineos sdo popularmente

” 1] n &

conhecidos como “asa branca”, “cangalhinha”, “mosquito palha”, “tatuquira”, “pula-
pula” ou “frebéti” (FORATTINI, 1973; WILLIAMS, 2000; MARCONDES, 2001). Em
inglés sdo chamados de “sandflies” ou “sand flies”. Essas diversas denominagdes
estdo relacionadas aos aspectos fisicos destes insetos que sdo pequenos (2 a 4 mm
de comprimento), corcundas, com o corpo completamente piloso e asas com formato |
lanceolado. Possuindo um voo saltitante e silencioso, os flebotomineos estdo bem
adaptados a locais umidos e escuros, estando associados a cavemas, galinheiros,

interior de currais, cavidade entre as pedras e copa de arvores (MARCONDES,

2001).




16

Os flebotomineos sdo holometabolos, passando por quatro fases durante seu
desenvolvimento: ovo, larva (estadios I, I, il e IV), pupa e adulto. Todo o ciclo dura
em torno de 30 a 60 dias, dependendo das condigbes climaticas, da espécie e do
tipo de alimentacdo disponivel no ambiente. As formas imaturas tém o habitat
terrestre, desenvolvendo-se em locais Umidos e ricos em matéria organica em
decomposicdo, especialmente de natureza vegetal. As formas adultas podem ser
encontradas em tocas de animais, frestas de arvores e de rochas. Os machos s&o
fitéfagos e as fémeas também ingerem substancias doces de natureza vegetal como
seiva, sumo de frutas maduras, etc. Os carboidratos ingeridos servem como fonte de
energia para os flebotomineos exercerem as suas atividades de v0o, acasalamento e
postura, além de garantir a sobrevida do inseto. A ingestdo de acucar pelas fémeas
tem importdncia para o desenvolvimento e multiplicagdo da Leishmania no tubo
digestivo do inseto. Somente as fémeas realizam a hematofagia. Em geral, o repasto
sanguineo ocorre no crepusculo ou em periodo noturno. O sangue representa uma
fonte importante de aminoacidos para a maturagao dos seus ovos (FORATTINI,

1973; WILLIAMS, 2000; MARCONDES, 2001).

Os flebotomineos apresentam importancia médica por transmitirem ao homem
diversas doencas como as leishmanioses, as bartoneloses (verruga peruana) e
arboviroses (por exemplo, febre dos trés dias), tendo como agentes etioldgicos
protozodarios, bactérias e arbovirus, respectivamente. Os vetores das leishmanioses
pertencem aos géneros: Phlebotomus, no Velho Mundo e Lutzomyia, vetores nas

Américas (WILLIAMS, 2000). Além de serem vetores de doengas, os flebotomineos
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causam incOmodos as pessoas através de suas picadas dolorosas e, na maioria das

vezes, causadoras de reagoes alérgicas.

Os flebotomineos estdo amplamente distribuidos sob as diversas condigbes
climaticas e de altitude. A maioria vive em ambientes silvestres, em areas florestais e
rochosas. Porém algumas espécies habitam areas urbanas, podendo também invadir
domicilios e anexos, tendo uma intima associagdo com o homem e seus animais
domésticos (SHERLOCK et al., 1996; WILLIAMS, 2000; MARCONDES, 2001). As
alteracbes ambientais antropicas favorecem essa mudanga de habitat dos
flebotomineos, levando a adaptagdo de espécies silvestres ao convivio com o
homem. Isso reflete profundamente na epidemiologia da transmissdo das

leishmanioses.

O género Lutzomyia inclui o maior numero de espécies da fauna flebotominica
americana, tendo ampla distribuicido neste continente. Esse género, como ja
mencionado, encerra representantes de grande interesse em saude publica. A
leishmaniose visceral, por exemplo, tem como principal vetor nas Américas a
Lutzomyia longipalpis (LUTZ & NEIVA, 1912) (FORATTINI, 1973). Esta espécie,
dentro do grupo dos flebotomineos, € a mais estudada (Revisado por SOARES &
TURCO, 2003) e apresenta uma ampla distribuicdo geografica, representando um

CANRIRD ¢ PN TRNES KR esfaies com dferences qendlicas (LANZARQ of 2\,

1993 e 1999).
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1.2  Aspectos gerais da leishmaniose

As leishmanioses sdo doengas infecto-parasitarias que tém como agente
etiologico os protozoarios do género Leishmania. E uma doenga endémica em 88
paises em 4 continentes: 22 paises no Novo Mundo e 66 nagdes no Velho Mundo.
As leishmanioses possuem diferentes manifestagdes clinicas: (1) Leishmaniose
Visceral, forma mais grave que pode ser fatal se nao for devidamente tratada; (2)
Leishmaniose Tegumentar, a forma mais comum que causa lesdes na pele; (3)
Leishmaniose Cutadneo-mucosa, que se inicia com uUlceras na pele atingindo as
mucosas oral e nasal, (4) Leishmaniose Cuténeo-difusa, que produz lesdes
disseminadas e crbnicas na pele, cujo tratamento € dificil. Os sintomas mais comuns
sao febre, indisposigado, perda de peso, anemia e inchago no bago, figado, pulméo e
linfonodos na forma visceral (World Health Organization, disponivel em

http://www.who.int/tdr/diseases/leish/default.htm , acesso em 29/12/2004).

O género Leishmania engloba parasitos digenéticos que sao encontrados na
forma promastigota (flagelada) no trato digestivo do hospedeiro invertebrado
(flebotomineos vetores) e na forma amastigota (parasita intracelular sem flagelo) nos
hospedeiros \}értebrados. Esses parasitos pertencem ao Filo Sarcomastigophora,
Subfilo Mastigophora, Ordem Kinetoplastida e Familia Trypanosomatidae,
(MICHALICK et al., 2000). Quando a fémea do flebétomo pica um hospedeiro

vertebrado infectado pela Leishmania para exercer a hematofagia, ela ingere


http://www.who.int/tdr/diseases/leish/default.htm
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macrofagos parasitados por amastigotas da Leishmania. No trato digestivo os
macréfagos se rompem e as formas amastigotas livres sofrem divisées, multiplicam-
se e se transformam em promastigotas ainda no sangue ingerido, envolto pela matriz
peritréfica. Apos a digestao, a matriz se rompe e as promastigotas colonizam o piloro
ou ileo (no caso do subgénero Viannia) ou multiplicam-se e se aderem a parede do
estbmago (subgénero Leishmania) (GENARO et al, 2000). Prosseguindo a
metaciclogénese, em ambos os casos, as promastigotas migram para as regides
anteriores do intestino e, no segundo repasto sanguineo, quando o fleb6tomo
infectado ingere o sangue, ele ejeta as formas promastigotas metaciclicas pelo

mesmo canal (SCHLEIN, 1993).

Figura 1. Ciclo de vida digenético da Leishmania. Fonte: PIMENTA, 2003 -

Flebotomineos do Brasil, Editora Fiocruz.
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Segundo a Organizagdo Mundial de Saude a prevaléncia da leishmaniose é de 12
milhGes de pessoas e a populagdo de risco &€ de 350 milhdes. A incidéncia anual é
estimada em 1 a 1.5 milhdes de casos de leishmaniose cutanea e 500.000 casos de
leishmanioses visceral. Mais de 90% dos casos de leishmaniose cutanea ocorrem no
Ira, Afeganistdo, Siria, Arabia Saudita, Brasil e Peru e mais de 90% dos casos de
leishmaniose visceral ocorrem em Bangladesh, Brasil, india e Suddo. Existem duas
principais entidades epidemioldgicas na transmissao das leishmanioses: a zoonética,
onde hospedeiros animais sédo reservatérios envolvidos no ciclo de transmisséo, e a
antropoondtica, onde o homem € o Unico reservatério e fonte de infecgdo para o
vetor. O grande numero de casos esta estreitamente relacionado com fatores que
afetam as interagdes naturais Leishmania — vetor — reservatério. O desenvolvimento
econdémico e mudangas ambientais e comportamentais (intrusdo em florestas
primarias, desmatamentos, urbanizagdo nao planejada, mudangas climaticas, etc)
podem levar ao maior contato do vetor com o homem (SHERLOCK et al., 1996;
RISPAIL et al., 2002; TRAVI et al., 2002; World Health Organization, disponivel em

http://www.who.int/tdr/diseases/leish/default.htm , acesso em 29/12/2004).

1.3 A competéncia vetorial dos flebotomineos

A habilidade de um flebotomineo transmitir a Leishmania depende de diversos
fatores que caracterizam a sua capacidade vetorial. A competéncia vetorial de um
flebotomineo é determinada pela sua aptiddo em se infectar com uma espécie de

Leishmania, transformando-se em vetor da mesma. Contudo, o desenvolvimento
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desses protozoarios no trato digestivo de uma determinada espécie de flebotomineo
depende de alguns aspectos que irdo caracterizar a sua susceptibilidade ao
desenvolvimento de determinadas espécies de Leishmania: (1) os parasitos devem
ser capazes de resistir a agdo de enzimas digestivas presentes no intestino medio do
inseto; (2) devem ser capazes de escapar da membrana peritréfica que envolve o
bolo alimentar no intestino médio do inseto; (3) devem aderir ao epitélio intestinal
evitando a expulsdo no momento da excrecao dos residuos alimentares; (4)
completar seu ciclo de vida, diferenciando-se em formas infectantes — metaciclicas —
dentro do vetor e (5) serem inoculados no hospedeiro vertebrado (SACKS &

PERKINS, 1985; PIMENTA et al., 1992, 1994, 1997).

Nem todas as espécies de flebotomineos sao comprovadamente vetoras das
leishmanioses. A especificidade de espécies de Leishmania para determinadas
espécies de flebotomineos tem sido bem documentada na literatura. Acredita-se que
existiu uma co-evolugdo entre Leishmania spp. com seus flebotomineos vetores, de
modo que essa especifica associagao é responsavel pela competéncia vetorial do
flebotomineo (revisado por SACKS, 2001). Lutzomyia longipalpis & o vetor
comprovado da Leishmania chagasi na natureza (LAINSON et al., 1977) além de ser
uma espécie altamente permissiva a outras espécies de Leishmania em estudos

experimentais.
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1.4 A hematofagia dos artropodes

“A hematofagia de varios artropodes lhes permitiu a exploragdo de um novo e
importante nicho ecolégico e apresenta uma série de caracteristicas, cujo
conhecimento é importante para a compreensdo da epidemiologia das doengas por
eles transmitidas” (MARCONDES, 2001). Trés grupos de artrépodes hematofagos
podem ser distinguidos com base em seu habito hematofagico: (a) os que apenas as
larvas se alimentam de sangue (mais raros, ex.. algumas espécies de larvas de
moscas da familia Calliphoridae); (b) os que se alimentam de sangue durante todo o
seu ciclo de desenvolvimento (ex.: triatomineos) e (c) os que apenas os adultos se
alimentam de sangue (ex.: mosquitos, simulideos, flebotomineos). Neste ultimo
grupo existem subgrupos em que (a) ambos os sexos sdo obrigatoriamente
hematéfagos; (b) ambos os sexos sdo hematéfagos opcionais; e (c) apenas as
fémeas se alimentam de sangue (como os flebotomineos e culicideos)

(MARCONDES, 2001; WELLS, 2002).

Apds a extingdo dos dinossauros os mamiferos tornaram-se a principal fonte de
alimentagdo sanguinea para os artropodes hematdfagos; porém os mecanismos
coagulantes doén mamiferos sdo mais eficientes que o dos répteis e das aves. Os
artrépodes que possuiam componentes farmacologicos na saliva para lidar com este
problema de alimentagdo foram selecionados (RIBEIRO, 1995). Neste cenario

evolutivo, outras importantes adaptagbes foram desenvolvidas pelos artropodes
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hematofagos possibilitando o sucesso do seu repasto sanguineo. Dentre elas podem
ser citadas o contato intimo com os hospedeiros vertebrados e a modificagdo das
pegas bucais que se tornaram adequadas ou para a telmofagia (quando o sangue é
sugado através de “um lago sanguineo” formado sob a pele do hospedeiro) ou para a
solenofagia (quando a sucgao ¢ feita diretamente de um capilar). Além disso, tém-se
mecanismos de digestdo e excregdo do sangue e o0 uso de componentes do sangue
digerido para o metabolismo oxidativo e para a sintese de proteinas do ovo

(MARCONDES, 2001; BLACK IV & KONDRATIEFF, 2002).

Os flebotomineos s&o insetos telmoéfagos e no momento da picada realizam
movimentos que podem ser comparados a uma sondagem, a fim de selecionar um
local mais adequado no tecido do hospedeiro. Suas pegas bucais dilaceram os
pequenos vasos presentes no local da picada, criando uma pequena hemorragia na
qual o sangue sera sugado. Esse tipo de alimentacao provavelmente representa a
estratégia mais primitiva, sendo a solenofagia uma estratégia mais derivada na

obtengao de sangue (BLACK IV & KONDRATIEFF, 2002).

1.5 A saliva dos flebotomineos

Dentre os padroes gerais na evolugdo da hematofagia dos artropodes, a saliva
merece destaque na medida em que ela inibe os eventos hemostaticos e

inflamatdrios do hospedeiro para uma melhor e mais efetiva aquisicdo de sangue.
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Seria ideal para um animal hematéfago, se o sangue do hospedeiro ndo coagulasse,
que o seu fluxo fosse intenso e que o hospedeiro ndo reagisse a sua picada devido a
dor causada pela mesma. Contudo, os hospedeiros vertebrados possuem trés
sistemas eficientes que dificultam a hematofagia: a hemostasia, a inflamagéao e a
imunidade (complexos sistemas fisioldégicos interagem um com um outro em
diferentes vias). Adaptagdes bioguimicas na saliva dos artrépodes ocorreram de
modo a inibir esses eventos. Para a inibigao dos eventos hemostaticos (coagulagao e
vasoconstricgdo) por exemplo, a saliva de artropodes hematofagos possui moléculas
anticoagulantes e vasodilatadoras que permitem o sucesso da alimentagdo
sanguinea. Ja foi descrito que a maioria dos artrépodes hematdfagos possui em sua
saliva pelo menos um anticoagulante e um vasodilatador. Contudo, a diversidade
molecular da natureza de tais compostos € grande (revisado em RIBEIRO &

FRANCISCHETTI, 2003).

A maioria dos insetos possui um par de glandulas salivares associadas com o
labio. Cada l6ébulo desse par de glandulas contém um ducto anterior e um ducto
comum unindo-0os e que se abrem na cavidade pré-oral entre o labio e a hipofaringe
(pecas bucais dos insetos) (ROSS, 1965). Os flebotomineos possuem um par de

glandulas salivares situados na regido ventral protoracica (figura 2).
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Figura 2. Aspecto esquemético de um flebotomineo e seu aparelho digestivo. A
glandula salivar estd representada em azul. Detalhes da sua estrutura estao
representados separadamente. Fonte: adaptado de Forattini, Entomologia Médica,

1973, Universidade de Sao Paulo.

Apdés a emergéncia do inseto adulto, as glandulas salivares passam por um
rapide periodo de sintese de proteinas antes da primeira alimentagdo sanguinea do
inseto. Constituidas de dois dutos individuais curtos e um duto salivar comum longo,
que vai até o aparato bucal, essas glandulas constituem um reservatério de forma e
tamanho variavel entre as espécies de flebotomineos (LEWIS, 1965; FORATTINI,
1973). Durante a alimentacéo, os flebotomineos injetam o contetdo da glandula (a

saliva) no hospedeiro, tornando o local da picada um ambiente favoravel e adequado
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para a hematofagia. E possivel que o volume da saliva excretado seja especifico

entre os flebotomineos e decorrente do tamanho da glandula salivar.

Na saliva de flebotomineos, diferentes substincias com propriedades
vasodilatadoras e anticoagulantes ja foram caracterizadas (revisado em RIBEIRO &
FRANCISCHETTI, 2003; KAMHAWI, 2000). A vasoconstriccdo é o primeiro
processo que ocorre no hospedeiro apos a picada em decorréncia da lesdo vascular.
A lesao tecidual no hospedeiro provoca a liberagao de ATP e ADP e um agregado de
plaguetas formado entra em intimo contato com o vaso lesado, impedindo o fluxo
sanguineo. A agregacgdo plaquetaria também constitui uma bameira para a
alimentagdo dos flebotomineos. Um dos peptideos da glandula salivar de Lu.
longipalpis mais estudados & o maxadilan, um potente vasodilatador que possui
propriedades imunossupressoras (LERNER et al, 1991; BOZZA et al, 1998).
Diferengas na composi¢do da saliva de Lu. longipalpis de diferentes populacdes tém
sido descritas por WARBURG et al. (1994). Neste trabalho os autores encontraram
diferengas entre a seqliéncia de nucleotideos no gene do maxadilan e na quantidade
deste peptideo na saliva de Lu. longipalpis provenientes do Brasil, Costa Rica e
Colémbia. A saliva dessas populagdes também diferiu na influéncia sobre o
desenvolvimento de infeccdes pela Leishmania donovani chagasi em modelo
experimental murino, sugerindo diferenteé capacidades de modular a patologia da
doenga que esses vetores transmitem. LANZARO et al. (1999) também descreveram
diferengas no gene do maxadilan e sugeriram que o polimorfismo observado poderia

modificar a antigenicidade da molécula, mas ndo sua fungao.
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1.6  Papel de substancias da saliva dos flebotomineos

A exposicdo continua dos hospedeiros as picadas de insetos hematoéfagos pode
afetar as fungdes biologicas dos vetores. MILLERON e colaboradores (2004)
mostraram que fémeas de Lu. longipalpis que se alimentaram em camundongos
sensibilizados por picadas de insetos dessa mesma espécie tiveram sua alimentagéo
prejudicada. Eles observaram uma diminui¢do na quantidade de sangue ingerida e
também uma diminuigdo na produgdo de ovos. Além de atuar no fluxo sanguineo no
local da picada do flebotomineo, a glandula salivar também contém moléculas que
possuem efeitos imunomodulatérios. Ja foi descrito que células imunes efetoras,
como macrofagos e células T, sdo moduladas pela saliva de flebotomineos e que
atividades como modulagdo de citocinas, sao desempenhadas pela saliva dos
mesmos (GILLESPIE et al., 2000). ROGERS e TITUS (2003) mostraram que
produtos da saliva de flebotomineos exerciam efeitos imunomodulatérios em células
humanas in vitro. Estes produtos foram capazes de diminuir a secregao de citocinas
como IFN-y e IL-12 em culturas de células mononucleares do sangue periférico e de
aumentar a secrecao de IL-6 em culturas de mondcitos. Além disso, a produgao de
anticorpos contra saliva dos artropodes tem sido indicada como responsavel pelo

desenvolvimento da imunidade do hospedeiro (WIKEL, 1982).

Diversos trabalhos tém demonstrado o importante papel da saliva no curso da

infeccdo do hospedeiro por Leishmania spp. O primeiro trabalho que evidenciou a
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influéncia da saliva de flebotomineos na infecgao leishmaniotica foi o artigo de TITUS
e RIBEIRO (1988). Eles demonstraram que o lisado da gléndula salivar de Lu.
longipalpis determinava o aumento da infectividade da Leishmania major em
camundongos. Depois desse trabalho, outros também demonstraram que a saliva de
flebotomineos, quando inoculada com diferentes espécies de Leishmania em
modelos experimentais, promovia uma exarcebagao da infecgdo quando comparado
a aplicacdo de um inéculo de parasitas apenas (SAMUELSON et al.,, 1991;
THEODOS et al., 1991; WARBURG et al., 1994; LIMA & TITUS, 1996; BELKAID et
al.,, 1998; BEZERRA & TEIXEIRA, 2001). Antigenos da saliva inoculados pelo
flebotomineo podem sensibilizar o hospedeiro e levar a uma reagdo de
hipersensibilidade tardia (DTH) formada no local da picada e iniciada por uma
resposta celular a esses antigenos (BELKAID et al.,, 2000). KAMHAWI e
colaboradores (2000) demonstraram que uma pré-exposicdo de camundongos a
picada de Phlebotomus papatasi nao infectados confere uma protegdo contra L.
major, sendo esse fato correlacionado a uma forte reagao do tipo DTH. Diferengas na
composicdo da saliva de Lu. longipalpis de diferentes populagbes também tém sido
descritas e associadas a diferentes perfis moduladores da patologia das doengas
transmitidas por essa espécie (LANZARO et al., 1999; WARBURG et al., 1994). A
exarcebagdo da transmissdo da Leishmania pelos produtos da saliva do
flebotomineo foi apontada como um dos fatores que também determinam a
competéncia vetorial do flebotomineo, juntamente com a sua habilidade de gerar

estagios infectivos da Leishmania no seu trato digestivo (TITUS & RIBEIRO, 1988).
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No quadro 1 estdo enumeradas as substincias da saliva de flebotomineos

atualmente descritas (LERNER et al., 1991; THEODOS et al., 1991; SOARES et al.,

1998; CHARLAB et al.,, 1999 e 2000; HASKO et al., 2000; KATZ et al., 2000;

RIBEIRO et al., 2000a-c; RIBEIRO & MODI, 2001; VALENZUELA et al., 2001a;

VALENZUELA et al, 2002; CERNA et al., 2002; revisdo em RIBEIRO &

FRANCISCHETTI, 2003).

Quadro 1. Substancias presentes na saliva de algumas espécies de flebotomineos e

suas respectivas fungoes.

Substancias Propriedades Ocorréncia
(KDa)
Apirase enzima que hidrolisa ADP e ATP a AMP e| Lu.longipalpis
(35,07) ortofosfato, tendo agdo anti -agregacao|~hlebotomus papatasi

5’ nucleotidase
(60,62)

Adenosina
Desaminase
-1(52)

Adenosina
AMP

plaquetaria e anti-inflamatéria

pertencente a familia das apirases, essa
enzima degrada AMP a adenosina, uma
proteina com atividade vasodilatadora,
anti-agregante plaquetaria e

imunossupressora

enzima que hidrolisa a adenosina em

inosina, que possui efeitos
antiinflamatorios

envolvida na vasodilataggo e anti-
agregacgao plaquetaria, essa substancia

inibe a sintese de Oxido Nitrico e a fungdo
de linfocitos

(Scopoli)

Lu. longipalpis

Lu. longipalpis

Phlebotomus
argentipes
Ph. papatasi
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Maxadilan
(6,5)

Hialuronidase
(42,28)

Alfa-amilase
(54,02)

Familia D-7
(15,5 a 36,3)

Familia
Antigeno-5
(28,88)

Yellow
(45,15)

potente  peptideo  vasodilatador e
imunossupressor

enzima que auxilia na difusdo de agentes
farmacoldgicos da propria saliva na pele

enzima responsavel pela digestao de
carboidratos

familia de proteinas que, apesar de serem
expressas em grande quantidade na
saliva de flebotomineos, ainda
permanecem com fungao desconhecida

grupo de proteinas que também
permanecem com fungao desconhecida

proteina que parece ter fungao na
oxidagao de norepinefrina

Lu. longipalpis

varias espécies dos
géneros Phlebotomus
e Lutzomyia

Lu. longipalpis

Lu. longipalpis

Lu. longipalpis

1.7 O modelo do bolsdo de ar e a saliva de flebotomineos na inflamagao

A inflamagdo & uma resposta a um dano tecidual provocado por um agente.

agressor. Ela é caracterizada por uma série de alteragées que tende a limitar os

efeitos da agressdo. Na inflamagdo ocorre o acumulo de liquido no tecido

extravascular e recrutamento de células circulantes, tais como neutrdfilos, monécitos,

eosinofilos, linfocitos, basdfilos e plaquetas, também para este local (COTRAN et al,

1996). Eventos da inflamagéo podem ser estudados atraveés do modelo do bolsdo de
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ar em animais de experimentagdo, o qual induz uma resposta inflamatéria com
extravasamento de liquido e de leucdcitos. A injecao de ar mais um agente irritante
no dorso de ratos produziu uma resposta inflamatéria que possibilitou o estudo de
drogas antiinflamatorias por SEDGWICK e colaboradores (1983). MATTE e OLIVIER
(2002) utilizaram o modelo do bolsdo de ar em camundongos BALB/c para investigar
a resposta inflamatéria induzida por diferentes espécies de Leishmania. Esses
autores, através das distintas respostas inflamatorias iniciais induzidas, fizeram uma
correlagdo com o desenvolvimento da patogénese de cada espécie de Leishmania

estudada.

SILVA e colaboradores (2005) demonstraram que a saliva de Lu. longipalpis
induz um infiltrado inflamatorio intenso e difuso, caracterizado por neutrdfilos,
macrofagos e eosindfilos, na orelha de camundongos BALB/c pré-expostos a
repetidas picadas deste inseto. Essa resposta foi observada apds o desafio desses
animais com o sonicado da glandula salivar. Uma imunidade contra infecgdo pela L.
major conferida pela pré-exposicdo de camundongos a picadas de Ph. papatasi foi
descrita por KAMHAWI e colaboradores (2000). Essa resposta protetora foi
associada a uma forte resposta celular caracterizada por um infiltrado celular
composto por neutréfilos, eosindfilos, macrofagos, células dendriticas e linfécitos no
sitio de inoculagdo do parasito. VALENZUELA e colaboradores (2001b) observaram
uma reagdo inflamatdria caracterizada pela presenga de neutrdfilos, eosindfilos e
macrofagos em camundongos imunizados com a proteina de 15 KDa (SP15) da

saliva de Ph. papatasi.
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2 OBJETIVOS

Hipotese:
Existe diferenca na quantidade e qualidade de proteinas na saliva de fémeas de Lu.
longipalpis em relagdo a sua maturidade e seu estado nutricional e diferenga no

recrutamento celular induzido pela mesma e seus extratos.

2.1 Objetivo geral

Caracterizar o contetdo protéico total da saliva de Lutzomyia longipalpis e

avaliar o efeito de seus extratos no recrutamento celular.

2.2 Objetivos especificos

v' Determinar o conteudo protéico total presente na saliva de fémeas de Lu.
longipalpis em jejum com 1, 3, 5 e 7 dias apos a emergénciaecom 1,3,5e7
dias ap6s uma alimentagao sanguinea.

v" Determinar o conteldo protéico total presente na saliva de machos de Lu.
longipalpis com 7 dias apds a emergéncia.

v Analisar o perfil de proteinas da saliva de fémeas de Lu. longipalpis com 1, 3,
5 e 7 dias apéé a emergéncia e com 1, 3, 5 e 7 dias ap6s uma alimentagdo
sanguinea, através da eletroforese em gel de poliacrilamida.

v Analisar o perfil de proteinas da saliva de fémeas de Lu. longipalpis com 3,5 e

7 dias ap6s a emergéncia, através da eletroforese bidimensional.
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v' Avaliar o efeito do SGS de fémeas de Lu. longipalpis e de seus extratos no
recrutamento celular utilizando o modelo do bolsdo inflamatério em

camundongos BALB/c.
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3 JUSTIFICATIVA

As glandulas salivares de artropodes hematofagos exibem duas caracteristicas
que as tornam importantes objetos de estudo. Primeiramente, elas possuem
propriedades que facilitam o processo da alimentagdo e em segundo lugar, a saliva
constitui a principal via de transmissao de varios organismos patogénicos que 0s
vetores artropodes hospedam (JAMES & ROSSIGNOL, 1991). Além disso, a saliva
desses artropodes contém um variado repertério de moléculas que modulam a

resposta inflamatoria, hemostatica e imune do hospedeiro.

Os estudos realizados utilizando o sonicado da glandula salivar de diferentes
espécies de flebotomineos tém demonstrado que a saliva potencializa a infecgdo por
Leishmania spp., além de conferir uma protegdo em animais que tenham sido
expostos a mesma. Com relagdo a este aspecto, a saliva de flebotomineos passa a
adquirir relevancia no estudo da patogénese da doenga transmitida por esses
vetores, na medida em que ela constitui um elo entre o vetor, o parasito e o
hospedeiro dentro da cadeia epidemioldgica da leishmaniose. Ainda ndo ha uma
vacina eficaz disponivel contra essa doenga e o tratamento continua sendo
problematico devido a toxicidade das drogas (GASSER et al., 1994). A infecgdo pode
ser prevenida pela utilizagao de repelentes‘ou inseticidas que evitem as picadas dos
flebotomineos. Controle destes vetores e reservatorios sdo estratégias muito caras,

que requer uma boa infra-estrutura e manutengao, e que dao resultados de curta
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duragéo (World Health Organization, disponivel em

http://www.who.int/tdr/diseases/leish/default.htm , acesso em 29/12/2004). Como as

leishmanioses constituem um complexo de doengas, é impossivel controlar através
de uma Unica ferramenta, sendo que uma vacina pode ser uma exceg¢ao com relagao
ao custo-efetividade, principalmente com relagdo a vacinas baseadas em produtos

da saliva do vetor.


http://wwvtf.who.int/tdr/diseases/leish/default.htm
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtengéo de flebotomineos e criagdo

Os insetos foram coletados no distrito de Cavunge, municipio de Ipecaeta, no
estado da Bahia, utilizando-se armadilhas luminosas do tipo CDC. Apés a captura, 0s
exemplares de Lu. longipalpis foram levados ao insetério do Laboratério de
Imunoparasitologia do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz (CPqGM) -
FIOCRUZ/BA. Para a criagdo desses insetos, as fémeas foram alimentadas em
hamsters (Mesocricetus auratus) provenientes do biotério do CPqGM -
FIOCRUZ/BA. Esse procedimento de alimentacéo ja é rotineiramente utilizado pelo
insetario para criagdo de flebotomineos. Neste, hamsters previamente anestesiados
com uma associagdo de Xilasina 10mg/Kg + Ketamina 200mg/Kg (misturadas na
mesma seringa), por via intra peritoneal, foram colocados em gaiolas contendo cerca
de 150-200 flebétomos durante 40-60 minutos. Apenas um hamster é colocado em
cada gaiola. Apos a alimentagao, as fémeas ingurgitadas foram colocadas em potes
para oviposi¢do e mantidas com solugdo agucarada (sacarose/ agua destilada) (v/v)
em uma estufa incubadora (B.0.D) a 24° C. Ap6s a eclosdo das larvas, as mesmas
foram mantidas com ragdo até completar o seu ciclo de vida, chegando a fase de
inseto adulto. As condigbes de temperatura e umidade relativa do insetario séo 24° C
- 26° C e 80 %, respectivamente. Os insetos adultos obtidos a partir da colonizagao

foram utilizados para a extragdo da glandula salivar.
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4.2 Animais de experimentagdo

Hamsters (Mesocricetus auratus) e camundongos BALB/c utilizados neste
trabalho foram provenientes do Biotério do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz
(CPqGM/FIOCRUZ, Bahia). Os hamsters foram utilizados para a alimentagdo dos
flebotomineos e os camundongos de 8-12 semanas de idade foram utilizados no
experimento do bolsdo inflamatério. Todos os procedimentos experimentais com os
animais assim como o sacrificio dos mesmos foram realizados segundo as normas
do Comité de Etica em Utilizagdo de Animais do CPqGM/FIOCRUZ (parecer nimero

063/04).

4.3 Obtengéo e sonicagdo da gléndula salivar

Glandulas salivares das fémeas de Lu. longipalpis foram extraidas sob uma lupa,
com auxilio de pinga e estiletes entomoldgicos. Dois grupos de fémeas foram
utilizados. Grupo 1: fémeas em jejum sanguineo (com 1, 3, 5 e 7 dias apos a
emergéncia) mantidas apenas com solugdo agucarada; grupo 2: fémeas alimentadas
em hamsters sadios (com 1, 3, 5 e 7 dias ap6s a alimentagdo sanguinea). As
glandulas foram colocadas em microtubos de 1,5 mL contendo solugdo salina e
armazenadas a —-70° C até o momento do uso. Antes de sua utilizagdo, as glandulas
salivares foram sonicadas a uma freqiéncia de 40 Hz com trés seqiéncias de 20
pulsos (Branson Sonifier 450, Danbury, USA). As glandulas eram mantidas resfriadas

durante o processo. Apds a sonicagao, estas foram centrifugadas a 10.000 rpm, a 4°
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C por 5 minutos (Eppendorf Centrifuge 5810 R). Os sobrenadantes foram coletados

para os experimentos, constituindo o sonicado de glandula salivar (SGS).

4.4 Dosagem de proteinas

O contetdo protéico das glandulas salivares das fémeas de flebotomineos em
jejum sanguineo e alimentadas com sangue foi determinado utilizando o MICRO
BCA™ Protein Assay KIT 23235 (PIERCE), de acordo com as instrugdes do
fabricante. A albumina de soro bovino (BSA) foi utilizada como padrao. Para cada
determinagao, foram utilizados um “pool” de 3 pares de glandulas salivares, extraidos
de 3 fémeas. No total, foram realizadas 3 dosagens independentes em cada grupo

experimental por experimento.

4.5 SDS - PAGE (eletroforese em gel poliacrilamida — dodecil sulfato de
sédio)

A eletroforese em gel poliacrilamida foi realizada de acordo com as instrugdes do
fabricante (Invitrogen ™ - Novex® Pre-Cost Gel). Foi utilizado o gel 16% (Tris-Glycine
Gels) e o padrdo See Blue®Plus 2 Pre-Stained Standard LC5925 (Invitrogen ™).
Cinco pares de glandulas salivares de fémeas de Lu. longipalpis em jejum sanguineo
com 1, 3, 5, e 7 dias apds a emergéncia e de glandulas de fémeas no 1°, 3°, 5°e 7°
dia apdés uma alimentagdo sanguinea foram primeiramente sonicadas e
centrifugadas como descrito anteriormente. Aos SGS foi adicionado o tampao Tris-

Glycine SDS Sample Buffer LC 2676 (Invitrogen ™) para dissolugdo das proteinas.
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Em seguida, essas amostras (correspondentes a cinco pares de glandulas salivares
de cada grupo) foram aplicadas no gel. Apos a eletroforese, as proteinas foram
coradas com comassie blue. Comparagdo entre a intensidade das bandas foi

realizada com o auxilio do software Stratagene Eagle Sight.

4.6 Dialise do SGS e secagem das amostras

Para a eletroforese bidimensional e para a cromatografia liquida de alta
performance (HPLC), os SGS foram primeiramente dialisados contra agua
bidestilada. Apos a didlise foi feita a dosagem de proteinas (KIT BIO-RAD PROTEIN
ASSAY) de acordo com as instrugdes do fabricante, utilizando BSA como padrao.
Em seguida, as amostras foram secadas sob vacuo usando um “speed vac” (Heto

Drywinner 3) e armazenadas a — 20°C até o uso.
4.7 Eletroforese bidimensional

A eletroforese bidimensional foi realizada segundo o protocolo da Amershan
Biosciences (2-D Electrophoreses using immobilized pH gradients — Principles and
Methods). A primeira dimensao (focalizagao isoelétrica) foi realizada no Ettan
IPGphor Isoelectric Focusing §ystem utilizando-se fitas IPG 7 cm (Immobilized pH
Gradients) Dry Strip com gradientes de pH na faixa de 3 a 10. Antes da focalizagéo,
as fitas foram rehidratadas, com solugdo de rehidratagdo misturadas com as
amostras, durante 15 horas no Immobiline Dry Strip Reswelling Tray. As amostras

foram o SGS de fémeas de Lu. longipalpis em jejum de 3, 5 e 7 dias, numa média de



40

450 pares de glandulas salivares em cada grupo experimental. Apés a reidratagao foi
realizada a focalizagéo isoelétrica. Em seguida foi realizado o equilibrio das fitas IPG
com o tampdo de equilibrio SDS (SDS Equilibration Buffer). Para a segunda
dimenséo, SDS-PAGE (eletroforese em gel poliacrilamida — dodecil sulfato de sédio)
foi utilizado o sistema Ettan DALT six. As fitas IPG ja equilibradas foram colocadas
em contato com o gel acrilamida 12,5% e foi aplicado um volume de 4pL/gel do
padrao (PROTEIN MIXTURE LOT 209195 AMERSHAN BIOSCIENCES). A 22
dimensao ocorreu a 10°C. Os géis foram revelados com prata (BIO-RAD SILVER

STAIN PROTOCOL), digitalizados e analisados no software Image Master 2D.

4.8 Cromatografia liquida de alta performance (HPLC)

Diferentes fragdes da saliva de Lu. longipalpis foram obtidas a partir do SGS de
250 pares de glandulas salivares de fémeas com 5 dias apos a emergéncia (em
jejum sanglineo) através da cromatografia liquida de alta performance de fase
reversa (RP-HPLC — Reversed-phase High-performance Liquid Chromatography)
(C18) HPLC SHIMADZU (Modelo LC-AD 10). A coluna de
fase reversa foi NUCLEOSIL - C18 (4,6 x 250 nm), monitorada por
absorgdo da radiagdo ultravioleta em 214 nm/ 220nm/ 254nm/ 280nm e o fluxo
foi de 2 mL/min. As amostras foram eluidas em gradientes de 95% do solvente
acetonitrila 5% diluida em &cido trifluoracético. A outra solugao solvente foi o acido
trifluoracético 0,05% diluido em &agua bidestilada. As fragdes obtidas foram

liofilizadas e ammazenadas a — 70° C até o uso.
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4.9 Bolséo inflamatorio

O bolsdo de ar foi realizado em camundongos BALB/c de 8 —12 semanas. Foram
utilizados 3 camundongos por grupo experimental em cada experimento. O bolséo foi
realizado através da injecdo de 3 ml de ar na regido subcutdnea do dorso dos
camundongos. Em seguida, 100 pL de SGS (0.5 pares/animal) + 900 pL de ar, ou
cada um dos seis extratos obtidos pela HPLC (0,5ug/animal) + 900 pL de ar foram
imediatamente injetados no bolsdo. O SGS utilizado neste experimento foi
proveniente de flebotomineos com 5 dias de vida (em jejum sanguineo). Os
camundongos controles foram injetados com 100uL de salina estéril (controle
negativo) ou com 100 pL de lipopolissacarideo (LPS) 20 pg/ml (controle positivo).
Além disso, foi realizado um grupo experimental utilizando-se o macerado de 1
intestino de um flebotomineo em presenga de salina estéril. Apoés 12 horas os
camundongos foram letalmente anestesiados e as células do exsudato inflamatdrio
foram coletadas através da lavagem do bolsdo com uma inje¢éo de 5 mL de salina
estéril. Em seguida, as células do exsudato foram centrifugadas a 1500 rpm por 10
minutos a 4°C e os sedimentos foram ressuspendidos com 500 uL de Tampao de
salina Fosfatada pH 7,4 1x (PBS) + BSA 1% e contados em um hemocitdmetro
(Neubauer), com auxilio de solugao Turk. Cento e cinglienta microlitros da solugao
contendo as células foram imobilizadas por citocentrifugagdo (500 rpm por 5
minutos), coradas com hematoxilina e eosina (H&E). Foi realizada a leitura das

laminas para a contagem diferencial das células inflamatérias presentes no bolséo.
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4.10 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada através do programa GraphPad-Prism 3.0
(GraphPad Software, San Diego, Ca — USA). Foi aplicado o teste nao-paramétrico
Kruskal-Wallis para estabelecer o nivel de significAncia entre os grupos

experimentais e o pos-teste de Dunn para comparagao multipla entre estes grupos.
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5 RESULTADOS

5.1  Conteudo protéico da saliva de Lu. longipalpis

A glandula salivar das fémeas de Lu. longipalpis esta localizada na parte anterior
do térax e é constituida de dois I6bulos morfologicamente iguais. Cada I6bulo possui
um ducto individual curto que se unem formando um ducto comum (figura 3). Apesar
de apresentarem o mesmo formato lobular, foi observada uma variagdo no tamanho
dos I6bulos entre os individuos no momento da disseccdo da glandula salivar. As
vezes, em um mesmo individuo, foi possivel observar diferencas entre o tamanho de

cada um dos lébulos.

Figura 3. Glandula salivar de uma fémea adulta de Lu. longipalpis da coldnia
(Cavunge) do CPqGM. Um dia apés o nascimento, fémeas foram dissecadas na lupa
e suas glandulas extraidas e fotografadas em microscopio 6ptico. A, glandula salivar
completa com 2 Iébulos (200X). B, um lébulo da glandula (40X). Seta preta, ducto

individual; Seta branca, ducto comum.
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O conteldo protéico da saliva de fémeas e machos de Lu. longipalpis foi avaliado
através da dosagem de proteinas totais (MICRO BCA™ PIERCE) presentes no SGS
usando BSA como padrdo. A concentragdo de proteinas presentes em 3 pares da
glandula salivar de fémeas em jejum com 1, 3, 5 e 7 dias de vida esta representada
na figura 4A. O conteldo protéico médio da glandula salivar das fémeas com 1 dia
de vida foi de 1,955 + 0,906 pg/mL (média * erro padréo, n=6).‘A partir do terceiro dia
esse conteldo aumentou (7,457 + 1,667 pug/mL), com 5 dias foi de 5,322 + 1,243
ug/mbL. e de 7,466 + 0,878 ug/mL em fémeas com 7 dias de vida. Essa diferenca
observada no contetdo protéico em glandulas de fémeas com 1 dia de vida sé diferiu
estatisticamente do conteldo da glandula de fémeas com 7 dias (p=0,0308 -

Kruskal-Wallis).

A concentragdo de proteinas da glandula salivar de fémeas alimentadas com
sangue esta representada na figura 4B. Um dia apds a alimentagdo sanguinea o
conteudo protéico da glandula salivar foi de 5,046 + 2,727 pg/mL, porém nos dias
subsequentes essa concentragdo aumentou de forma ndo progressiva (3 dias: 8,619
+ 2,615 pg/mL; 5 dias: 6,796 + 1,568 pg/mL; 7 dias: 8,172 + 3,145 pg/mL). Esse
aumento na concentragdo de proteinas do primeiro ao sétimo dia apds a alimentagdo

sanguinea ndo foi estatisticamente significante.
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Figura 4. Conteudo protéico da glandula salivar de fémeas de Lu. longipalpis. A,
fémeas em jejum. Apos o nascimento as fémeas foram mantidas em dieta agucarada
e isentas de alimentagdo sanguinea. As glandulas salivares foram extraidas em
diferentes dias de vida (1, 3, 5 e 7). B, fémeas alimentadas com sangue. Apés o
nascimento as fémeas foram mantidas em dieta agucarada até a alimentagéo
sanguinea. As glandulas salivares foram extraidas em diferentes dias apds a
alimentacgao (1, 3, 5 e 7). As concentragbes de proteinas foram obtidas de um “pool”
de 3 pares de glandulas salivares. Os valores representam a média + erro padrao
(n=6) desse “pool’. As dosagens foram realizadas em triplicata em cada grupo
experimental. Asterisco indica diferenca significante (*p=0,0308) calcu‘lvado pelo teste
nado-paramético Kruskal-Wallis. Os resultados representam uma média de duas

dosagens independentes.
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A concentragdo de proteinas da gléndula salivar de machos de Lu. longipalpis
com 7 dias de vida também foi determinada. As glandulas salivarés de machos e
fémeas sdo morfologicamente similares, porém as do macho sdo bem menores. A
quantidade de proteinas quantificadas em um pool de 3 pares de glandulas salivares
dos machos (11,42 + 5,27 ug/mL) também é menor que o das fémeas (18,05 £ 5,15

ug/mL), porém essa diferenga observada nao foi estatisticamente significante.

5.2  Peffil eletroforético das proteinas da saliva de Lu. longipalpis com diferentes

idades e estado nutricional

A andlise por SDS — PAGE dos polipeptideos presentes nas glandulas salivares
das fémeas de Lu. longipalpis em jejum (com 1, 3, 5 e 7 dias de vida) e alimentadas
(com 1, 3, 5 e 7 dias apds a alimentacdo sanguinea) esta representada na figura 5.
Foi possivel observar 12 bandas com os pesos moleculares: 6, 10, 16, 17, 24, 27, 32,
37, 45, 49, 61 e 130 KDa. A maioria dos polipeptideos encontrados nas glandulas de
fémeas em jejum também estava presente em fémeas alimentadas. As bandas
correspondentes a 45 KDa (seta escura) foram mais intensas que as outras bandas.
Em fémeas com um dia de vida as bandas estavam menos intensas e nao foi-
possivel observar as de 6, 24, 27 e 130 KDa. Um perfil similar foi observado no
primeiro dia apds a alimentagdo sanguinea do flebotomineo, uma vez que as bandas

correspondentes a 6, 16, 27, 32, 37, 49, 61 e 130 KDa nao estavam presentes.
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Jejum Alimentados

Figura 5. Perfil eletroforético de proteinas da glandula salivar de fémeas de Lu.
longipalpis em jejum e alimentadas. Polipeptideos de 5 pares de glandulas salivares
de fémeas dissecadas em diferentes dias de vida (jejum) e em diferentes dias apds o
repasto sanguineo foram separados por SDS — PAGE em um gel de poliacrilamida
16%. O gel foi corado com comassie blue. Pesos moleculares (KDa) estdo
representados & esquerda a partir da amostra padrao (See Blue®Plus 2 Pre-Stained

Standard - Invitrogen ™).
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5.3  Perfil das proteinas da saliva de Lu. longipalpis pela eletroforese bidimensional

O perfil de proteinas da glandula salivar de Lu. longipalpis com 3, 5, 7 dias de
vida, obtido pela eletroforese bidimensional, esta representado na figura 6. A maioria
dos spots identificados nos géis correspondem a peptideos de baixo peso molecular,
havendo um predominio de peptideos entre 14 e 45 KDa. No gel bidimensional
obtido a partir das glandulas salivares de fémeas de Lu. longipalpis com 3 dias de
vida foram observados 82 spots (figura 6A), enquanto que nos géis da saliva de
flebotomineos com 5 dias de vida (figura 6B) e de 7 dias de vida (figura 6C) foram

observados 30 e 48 spots, respectivamente.

Pode-se também observar uma regiao de peptideos (nao individualizados como
spots) que permanecem no gel como uma mancha. Quando comparamos os géis de
3 dias com 5 dias, observamos uma correspondéncia entre 16 spots; comparando 3
dias com 7 dias, a correspondéncia € de 48 spots;, comparando 5 dias com 7 dias, 30
spots sdo correspondentes. Portanto, todos os peptideos presentes na glandula
salivar de fémeas de Lu. longipalpis com 5 e 7 dias de vida estdo presentes na |

glandula de fémeas com 3 dias.
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Figura 6. Gel de eletroforese bidimensional das proteinas da saliva de fémeas de Lu.
longipalpis. Os pontos escuros circulados representam o perfil protéico da saliva
apos a eletroforese. A, gel das proteinas da saliva de flebotomineos com 3 dias de
vida, com 82 peptideos separados; B, gel das proteinas da saliva de flebotomineos
com 5 dias de vida, com 30 peptideos separados; C, gel das proteinas da saliva de
flebotomineos com 7 dias de vida, com 48 peptideos separados. As proteinas foram
primeiramente separadas pelo seu ponto isoelétrico (IEF) usando uma faixa de pH de
3 a 10 (primeira dimensdo) e, em seguida, pelo seu peso molecular SDS - PAGE
(segunda dimensao). Apds a revelagdo dos géis pela prata, estes foram analisados
no software Image Master 2D. Os pesos moleculares do padrdao (KDa) estdo

indicados a esquerda dos géis.
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5.4  Efeito da saliva no recrutamento de leucdcitos in vivo

O numero total de células presentes no exsudato do bolsdo inflamatério de
camundongos BALB/c esta representado na figura 7. Um maior infiltrado celular
foi observado quando foram utilizados o LPS e o SGS como estimulo, e um
menor infiltrado inflamatdrio foi observado quando foi utilizado o extrato 11. Essas
diferengas observadas entre o SGS e o extrato 11 e entre o LPS e o extrato 11
foram significantes (p<0,05 e p<0,01, respectivamente). Os neutrofilos foram as
células predominantemente presentes no exsudato inflamatério do bolsdo em
todos os grupos (figura 8). Linfocitos também estiveram presentes entre as
células do exsudato do bolsdo inflamatério, porém em quantidades menores em
todos os grupos experimentais. Os eosindfilos mostraram-se levemente
aumentados no exsudato dos animais estimulados com SGS, extrato 5 e extrato
9. Porém, quando comparado com LPS apenas o SGS e o extrato 9 diferiram
significativamente (p<0,001 e p<0,05, respectivamente). O recrutamento de
macréfagos foi diferenciado entre os grupos experimentais, sendo maior quando
utilizado o SGS e os extratos 1, 5, 9 e 10 da saliva como estimulos (figura 8). O
SGS e o extrato 9 diferiu significativamente do LPS na capacidade de recrutar
macréfagos (p<0,01). Apenas os extratos 5., 9 e 10 tiveram uma capacidade de
recrutar macréfagos acima de 50% com relagdo ao SGS (63,78%; 84,9%;
50,06%, respectivamente) (figura 9). O percentual relativo de recrutamento de
macrofagos pelos outros estimulos foi de 24,14% (salina), 10,79% (LPS), 32,72%

(intestino), 43,98% (ext 1), 20,42% (ext 7) e 22,85% (ext 11).
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Figura 7. Namero total de células presentes no exsudato do bolsao inflamatério de
camundongos BALB/c. O bolsao foi realizado com a injegdo de 3 mL de ar estéril
juntamente com os estimulos [salina (100 pl/animal), LPS (20 ug/animal), intestino
de flebotomineo (intest) (1/animal), SGS (0,5 pares/animal) e extratos 1,5, 7,9, 10 e
11 da saliva-ext 1, ext 5, ext 7, ext 9, ext 10, ext 11(0,5 pg/animal cada)] na regido
subcutanea do dorso dos camundongos. Doze horas apés o inéculo dos estimulos
no bolsdo, as células do exsudato foram coletadas, centrifugadas, ressuspensas e
contadas em hemocitometro (Neubauer), com solugdao Turk. Foram utilizados 3
camundongos BALB/c por grupo experimental em cada experimento. Os valores
representam a -média + erro padrao, n=6, de um experimento representativo de dois
experimentos independentes. Asterisco indica diferenga significante (*p<0,05)
calculado pelo teste ndo-parameétrico Kruskal-Wallis.
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Figura 8. Quantificacdo das células inflamatérias presentes no exsudato do bolsao
inflamatério de camundongos BALB/c tratados com salina (100 pl/animal), LPS (20
pg/animal), intestino de flebotomineo (intest) (1/animal), SGS (0,5 pares/animal) e
extratos 1, 5, 7, 9, 10 e 11 da saliva - ext 1, ext 5, ext 7, ext 9, ext 10, ext 11(0,5
ug/animal cada). Doze horas apds o in6culo dos estimulos no bolsao, as células do
exsudato foram coletadas, centrifugadas, ressuspensas e contadas em laminas
coradas pela H&E para contagem diferencial. Foram utilizados 3 camundongos
BALB/c por grupo em cada experimento. Os valores representam a média + erro
padrdo, n=6, de um experimento representativo de dois experimentos independentes.
Asterisco indica diferenga significante calculado pelo teste nao-paramétrico Kruskal-
Wallis, *p<0,01, **p<0,05, ***p<0,001. pmn, polimorfonuclear/neutréfilo; eos,
eosindfilo; linf, linfécito; m&, macrofago.
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Figura 9. Percentual relativo de neutréfilos e macréfagos recrutados pelos diferentes
estimulos utilizados, comparados com o numero dessas células recrutadas pelo
SGS. Esse percentual foi obtido a partir do nimero total de neutréfilos e macréfagos
presentes no bolsao inflamatério de camundongos BALB/c tratados com salina, LPS,
intestino (intest), SGS e extratos 1, 5,7, 9, 10 e 11 da saliva (ext 1, ext 5, ext 7, ext 9,

ext 10, ext 11). pmn, polimorfonuclear/neutréfilo; m&, macrofago.
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6 DISCUSSAO

As glandulas salivares de insetos hematofagos sdo responsaveis pela sintese
e secregdo de substancias que auxiliam o processo de obtengdo do alimento
sanguineo. A saliva também tem papel importante na localizagdo do vaso sanguineo,
na lubrificagdo do aparelho bucal do inseto, na dissolugdo de alimentos e na sintese
ou formagdo de enzimas para digestdo de agucares (ROSS, 1965; MARINOTT! et
al.,, 1990; MOREIRA-FERRO et al., 1999; RIBEIRO, 2000; Revisado por
RODRIGUEZ e HERNANDEZ-HERNANDEZ, 2004). Além disso, a saliva de insetos
hematofagos tem sido bastante estudada devido a seu papel na transmisséo de
agentes etiologicos de doengas e por interagir e modular o sistema imune do
hospedeiro (LIMA & TITUS, 1996). O perfil de componentes da saliva e sua
quantidade apresentam uma grande variabilidade entre os diferentes grupos de
artrépodes, principaimente pelo fato da hematofagia ter evoluido independentemente
em pelo menos seis diferentes grupos de artropodes (RIBEIRO, 1995; RIBEIRO &
FRANCISCHETTI, 2003). Variagbes no conteudo salivar também podem ocorrer
entre individuos de uma mesma espécie (WARBURG et al., 1994), dependo do sexo
e de condicdes fisioldégicas como a idade e a temperatura em que os espécimes sdo

mantidos (VOLF et al., 2000).

Neste trabalho nos quantificamos o conteido de proteinas da saliva de

fémeas de Lu. longipalpis em diferentes dias de vida (em jejum sangliineo) e em
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diferentes dias apds o repasto sangiiineo. Observamos uma diferenga no contetido
protéico total da saliva de fémeas adultas, mantidas em dieta agucaréda, no decorrer
dos dias de vida. Esse contetido foi menor na saliva de insetos no primeiro dia, tendo
um aumento de 3,8 vezes no 3° dia de vida. Entre o 3° e o 7° dia de vida a variagado
desse contelido foi menor. Essa variacdo do conteudo protéico total pode estar
relacionada ao periodo de sintese de proteinas que ocorre na gléndula salivar antes
do amadurecimento deste flebotomineo, periodo no qual ele realizara seu primeiro
repasto sanguineo. NASCIMENTO e colaboradores (2000), ao analisarem a
quantidade de proteinas nas glandulas salivares de fémeas de Culex
quinquefasciatus, observaram um aumento de aproximadamente 5 vezes na
quantidade de proteinas do primeiro ao sétimo dia de vida do inseto adulto. Em
Culex pipiens foi observado um aumento de 1,3 vezes do conteudo protéico da
glandula salivar nos primeiros trés dias de desenvolvimento do inseto. Em Aedes
caspius, porém, esse contelido ndo variou durante os primeiros 4 dias de vida, sendo
observado um acréscimo de proteinas de 2 vezes apenas no quinto dia (SOLIMAN et

al., 1999).

No primeiro dia apdés o repasto sanguineo, o conteudo protéico da saliva
din'{fnuiu 1,4 vezes quando comparados com o contetudo de fémeas com 7 dias de
vida em jejum, quando entdo foi realizada a alimentagdo sanguinea das fémeas.
Porém, houve um aumento na quantidade de proteinas a partir do 3° dia apds a
alimentagdo. SOLIMAN e colaboradores (1999) observaram uma deplegdo do

conteudo protéico total das glandulas salivares de Cx. pipiens apds a alimentagao



57

sanglinea. Contudo, esse contetdo atingiu os valores observados antes do repasto
sanglineo nos 6 dias subseqlientes ao mesmo. Esses autores também observaram
um aumento no contetido protéico da saliva de Ae. caspius nos trés dias apos a
alimentagdo sanglinea das fémeas. GOLENDA e colaboradores (1995)
quantificaram a redugdo do conteldo de proteinas totais da glandula salivar de
quatro diferentes espécies de anofelinos vetores da malaria. Eles concluiram que
existe diferenga na quantidade de proteinas depletadas entre as diferentes espécies
de mosquitos estudadas. A diminui¢ado inicial do conteudo protéico apds o repasto
pode ser explicada pela liberagédo de proteinas da saliva durante a alimentagéo, uma
vez que o sucesso da hematofagia esta relacionado a grande variedade de
substancias farmacolégicas da saliva que é liberada durante a alimentagdo
(RIBEIRO, 1989). O decréscimo da atividade de determinadas proteinas da saliva de
flebotomineos alimentados ja foi demonstrado em diferentes trabalhos: hialuronidase
em Lu. longipalpis (CHARLAB et al., 1999), proteina fosfatase em Ph. papatasi e Lu.
longipalpis (KATZ et al., 2000), adenosina desaminase em Lu. longipalpis (CHARLAB
et al., 2000), fosfodiesterase em Lu. longipalpis (RIBEIRO et al., 2000b) e AMP e
adenosina em Ph. argentipes (RIBEIRO & MODI, 2001). A diminuicdo da atividade
destas proteinas foi avaliada quando seus respectivos substratos foram incubados

com a saliva de insetos alimentados com sangue.

A concentragdo de proteinas na gléndula salivar de machos foi menor que a
das fémeas. Essa diferenga se correlaciona com o menor tamanho da glandula

salivar dos machos. Diferengas morfolégicas e de contetido protéico da glandula
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salivar entre machos e fémeas de insetos hematéfagos da mesma espécie ja foram
descritas em Phlebotomus duboscgi (Neveu-Lemaire) por VOLF é colaboradores
(2000) e em Anophleles darlingi (Root) por MOREIRA e colaboradores (2001). Essas
diferengas tém sido correlacionadas com os habitos alimentares dos machos e das

fémeas.

O perfil eletroforético (SDS — PAGE) das proteinas da saliva de fémeas de Lu.
longipalpis revelou 12 bandas, algumas delas apresentam peso molecular
aproximado e correspondente ao de peptideos ja sequenciados e descritos na saliva
dessa espécie de flebotomineo por VALENZUELA e colaboradores (2004). Dentre
elas podemos citar o peptideo vasodilatador maxadilan de aproximadamente 6 KDa,
um anticoagulante (16 KDa), proteina D7 (24 KDa), proteina relacionada ao antigeno
5 (27 KDa), Hidrolase (32 KDa), proteina relacionada a Yellow (45 KDa), inibidor de
serina protease (49 KDa) e 5 - nucleotidase (61 KDa). Em insetos hematofagos
existe uma variagdo no tempo de sintese de proteinas da saliva ap6s a emergéncia
do inseto adulto. Em Anopheles gambiae o amadurecimento das glandulas salivares
sO ocorre a partir do 3° dia de vida, quando todas as proteinas salivares estao
presentes na glandula (BRENNAN et al., 2000). Em outras espécies de mosquitos
como An. darlingi todos os polipeptideos encontrados na gléndula salivar do inseto
adulto ja estéo presentes desde o primeiro dia ap6s a emergéncia (MOREIRA et al.,
2001). VOLF e colaboradores (2000) descreveram o amadurecimento da glandula
salivar de Ph. papatasi no 5° dia apds a emergéncia do inseto adulto. No nosso

trabalho, o perfil eletroforético da saliva de fémeas de Lu. longipalpis em jejum néo
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variou muito. As proteinas comegaram a ser acumuladas na glandula salivar a partir
do 1° dia ap6s a emergéncia, contudo algumas bandas presentes a partir do 3° dia
nao foram visualizadas no 1° apds a emergéncia do inseto adulto, como a de 6 KDa,
as que estdo entre 17 e 45 KDa e a de 130 KDa. A diferenga na intensidade das
bandas observadas do 1° ao 7° dia apés a emergéncia pode ser atribuida ao
acumulo de proteinas na glandula salivar no decorrer do amadurecimento. MOREIRA
e colaboradores (2001) analisaram, por SDS — PAGE, o padrdo de proteinas da
glandula salivar de fémeas de An. darlingi durante os primeiros dez dias de vida do
inseto adulto. O aumento quantitativo das bandas observado por esses autores foi
correlacionado com o aumento do conteudo protéico da glandula salivar dos

mosquitos mais velhos.

O perfil eletroforético da glandula salivar de fémeas alimentadas com sangue
também foi analisado por SDS — PAGE. Quando comparado com a glandula de
fémeas em jejum, observamos um padrdo similar. No 1° dia ap6s o repasto
sanguineo, algumas bandas (6 KDa, as que estdo entre 17 e 45 KDa e a de 130
KDa) nao foram visualizadas. A partir do 3° dia apds o repasto sanglineo as
glandulas salivares apresentaram o mesmo padrdo de bandas presentes na saliva de
insetos em jejum, indicando que, provavelmente, a alimentago sanguinea ndo induz
a sintese de proteinas especificas na saliva de Lu. Jongipalpis como descrito em
algumas espécies de mosquito. BRENNAN e colaboradores (2000) observaram a
expressdo de uma proteina de 100 KDa na glandula salivar de An. gambiae em

resposta a alimentagdo sanguinea. Quando comparamos a intensidade da banda
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correspondente a 45 KDA entre os grupos de fémeas em jejum e fémeas
alimentadas, observamos que para os grupos de 1, 3 e 5 dias, a intensidade das
bandas foi maior no grupo que permaneceu em jejum (1,26; 2 e 5 vezes,
respectivamente). No grupo de 7 dias, a intensidade da banda foi 1,76 vezes maior

no grupo de fémeas alimentadas.

Nos também analisamos o perfil de proteinas salivares das fémeas de Lu.
longipalpis em jejum pela eletroforese bidimensional. Esse método possibilita a
separagdo e a identificagdo de proteinas de uma dada amostra através do
deslocamento em duas dimensdes divergentes 90° uma da outra, fornecendo-nos
dados do ponto isoelétrico e do peso molecular das proteinas separadas. A

eletroforese bidimensional constitui uma forte ferramenta para pesquisas na area do

proteoma (SCHEVCHENKO et al., 1996; revisado em GORG et al., 2000), pois

permite a caracterizacio do perfil de proteinas de um sistema biolégico em diferentes
momentos ou condigdes experimentais. Neste estudo, consideramos apenas
diferengas envolvendo a presenga ou auséncia de spots individualmente.
Surpreendentemente, o nUmero de spots de proteinas presentes no SGS das fémeas
de Lu. longipalpis com 3 dias foi maior em relagdo aos insetos com 5 e 7 dias.
Apesar da glandula salivar ter apresentado uma menor quantidade de proteinas com
3 dias, em termos qualitativos houve uma variedade das mesmas. Com 5 e 7 dias
observamos uma menor variedade de proteinas. E provavel que durante o ciclo de

vida dessa espécie de flebotomineo, a sintese de determinadas substédncias na
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saliva seja modulada em fungdo do seu comportamento alimentar ou até de
condigdes fisioldgicas do inseto. Nos sistemas vivos, a sintese de compostos requer
uma demanda energética do organismo de modo que as células sintetizam
compostos preferenciais, em detrimento a sintese de outras substancias
dispensaveis a mesma, em condicdes especificas (BAKER & ALLEN, 1975). As
proteinas que permaneceram presentes na saliva da Lu. longipalpis com 5 e 7 dias
correspondem a algumas das que ja estavam presentes com 3 dias, havendo um
predominio de proteinas na regido entre 14 e 45 KDa. VOLF e colaboradores (2000)
estudaram a composigdo protéica da saliva de Ph. papatasi e observaram uma
variagdo de acordo com a idade do inseto. Em seus trabalhos, porém, essa
composigdo protéica aumentou de acordo com a idade dos flebotomineos e a
temperatura em que os adultos foram mantidos também foi um fator que interferiu no

perfil completo de proteinas presentes.

Pode-se também observar uma regido de peptideos de baixo peso molecular
(ndo visualizados como spots e sim como uma mancha escura). Esse fato pode ser
explicado pela predominancia de peptideos de baixo peso molecular na saliva desse
inseto. VALENZUELA e colaboradores (2004) identificaram 143 familias de proteinas
relacionadas na glandula salivar de Lu. longipalpis através de sequienciamento de
cDNA. Nove familias representaram novos peptideos ainda ndo descritos na saliva
desse inseto e que apresentaram, em sua grande maioria, baixo peso molecular que
variaram de 2,5 — 10 KDa. Ja foi descrito por RIBEIRO e FRANCISCHETT! (2003)

que muitas seqliéncias de possiveis peptideos de peso molecular entre 1 e 15 KDa



62

sdo encontradas no genoma da maioria dos artropodes hematdfagos estudados.
Contudo, o papel biolégico destas ainda ndo é evidente e a idenﬁﬂcagéo de sua

fungdo permanece como um desafio.

Quando analisamos os pesos moleculares das proteinas separadas pela
eletroforese bidimensional, observamos que essas proteinas podem ser agrupadas
em detemminadas faixas de peso molecular, nas quais uma ou mais estao inclusas.
A grande quantidade de spots observada em nossos géis bidimensionais pode nao
estar correspondendo cada um uma proteina em particular, mas grupos de proteinas
com pesos moleculares aproximados. Como revisado por RIBEIRO e
FRANCISCHETTI (2003), nos artrépodes hematéfagos a saliva contém pelo menos
uma molécula anticoagulante, uma inibidora de agregacdo plaquetaria e uma
molécula vasodilatadora, mas em alguns casos mais de uma destas esta presente na
glandula salivar de uma determinada espécie. VALENZUELA e colaboradores (2004)
relataram que uma das familias de proteinas mais abundantes na saliva de Lu.

longipalpis era a de possiveis anticoagulantes.

Mudangas qualitativas no perfil de proteinas da saliva de flebotomineos foram
sugeridas como um importante fator para os estudos de atividades
imunomodulatdrias da saliva (VOLF et al., 2000). Quando inoculadas no hospedeiro,
a partir da picada do vetor, promastigotas infectivos de Leishmania spp. invadem

macréfagos e se replicam intracelularmente, uma vez que as fungdes microbicidas
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dessas células estdo suprimidas (revisado em de ALMEIDA et al.,, 2003). No
mecanismo natural de transmissdo das leishmanioses, os parasitos sdo inoculados
no hospedeiro juntamente com a saliva do vetor. Além da sua importante fungdo na
aquisicdo do alimento, tem-se mostrado o papel exarcebador da saliva no curso da
infecgdo em diversos modelos experimentais (SAMUELSON et al., 1991; THEODOS
et al., 1991; WARBURG et al.,, 1994; TITUS & RIBEIRO, 1988). Diversos

mecanismos estdo supostamente envolvidos, contribuindo para essas observagoes.

Utilizamos o modelo do bolsdo de ar em camundongos BALB/c para observar
o papel do SGS e de algumas de suas fragdes obtidas pelo HPLC (extratos) no
evento inflamatério. Os neutrofilos e os macréfagos foram as células
predominantemente recrutadas. O recrutamento de eosindfilos também foi
observado, principalmente quando utilizado o SGS e os extratos 5 e 9. Estas células
participam ativamente em vérias infecgbes parasitarias, estando também presentes
em reacdes alérgicas e nas reagoes induzidas por picadas de insetos hematéfagos
(CAPRON, 1992; GLEICH et al., 1993). Um aumento de eosindfilos no sangue de
cobaias expostas a picadas de Lu. longipalpis foi observado por BROWN e
ROSALSKY (1984). Foi sugerido que a presenga dessas células no local da picada
poderia modificar o progresso da infeccdo. PARANHOS e colaboradores (1993)
também observaram uma eosinofilia em cdes inoculados com saliva de Lu.
longipalpis por via intra-dérmica. Eosindfilos também foram observados no processo
inflamatério no sitio de imunizagdo de camundongos com a proteina recombinante

de 15 KDa de Ph. papatasi por VALENZUELA e colaboradores (2001b). Além disso,
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eosinofilos também podem participar no processo de vasodilatagéo (BELKAID et al.,

2000), contribuindo para o éxito da hematofagia.

Ao utilizarmos o intestino do flebotomineo como um dos controles observamos
o recrutamento de neutrofilos, macréfagos e até mesmo de alguns eosindfilos,
apesar de nao significativo. Ja foi descrita a ocorréncia de bactérias Gram negativas
e também de bactérias Gram positivas, em menor escala, na microbiota do trato
digestivo de fémeas dessa espécie (OLIVEIRA et al., 2000). A presenga de algumas
espécies de helmintos também ja foi relatada (revisado em SOARES & TURCO,
2003). A possivel presenca de tais microorganismos pode estar contribuindo para o

infiltrado inflamatério observado no bolsdo neste grupo experimental.

O numero de macréfagos presentes no bolsdo estimulado com LPS foi bem
menor que o presente no bolsdo estimulado com o SGS e seus extratos. ANJILI e
colaboradores (1995) observaram que a saliva de Ph. duboscqi (vetor natural da L.
major no Kenya) atrai monécitos peritoneais de camundongos em estudos in vitro,
utilizando 1aminas de agarose. ZER e colaboradores (2001) também observaram a
quimiotaxia de macrofagos peritoneais murinos usando a saliva de Ph. papatasi e Lu.
longipalpis em camaras de quimiotaxia. Além disso, eles também descreveram um
aumento na carga parasitaria das células infectadas com promastigotas de
Leishmania. A quimiotaxia de macréfagos nos eventos iniciais de infecgdo por

Leishmania spp. no hospedeiro vertebrado possivelmente tem um importante papel
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trazendo macréfagos que irdo “abrigar” o parasito no sitio de infecgdo. Dessa forma
eles estariam inicialmente protegidos da resposta imune do hospedeiro. Em um
segundo momento, a replicagdo do parasito dentro dos macréfagos e sua evasao a
acao dessas células poderiam ser auxiliados também pela saliva do vetor. O efeito
inibitério da saliva de Lu. longipalpis nas fungdes de apresentacdo de antigeno pelos
macréfagos e ativagdo pelo interferon-gama foi descrito por TITUS e RIBEIRO (1990)
e THEODOS e TITUS (1993). A redugdo da produgao de oxido nitrico pelo SGS de
flebotomineos in vitro também ja foi demonstrada (HALL & TITUS, 1995), assim
como a inibicdo da producdo de peréxido de hidrogénio pelos macréfagos

(GILLESPIE et al., 2000).
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7 CONCLUSAO

O contetdo e o perfil qualitativo de proteinas da saliva das fémeas de Lu.
longipalpis varia de acordo com a idade desses insetos e seu estado nutricional.
Algumas proteinas da glandula salivar de Lu. longipalpis provavelmente sé sao
produzidas a partir do terceiro dia de vida do inseto e o repasto sanguineo ndo induz

a produgao de novas proteinas em Lu. longipalpis.

O SGS das fémeas de Lu. longipalpis induz o recrutamento de macréfagos e
eosindfilos no modelo do bolsdo inflamatorio. Existem componentes na saliva dessa
espécie capazes de recrutar diferencialmente estas células, como evidenciado pelos
experimentos realizados com diferentes extratos da saliva. Estudos posteriores
devem ser realizados para investigar quais sdo estes componentes e quais 0s

mecanismos envolvidos neste recrutamento.
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