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ABSTRACT

Transmitted by different species of sand flies, leishmaniasis presents a large spectrum of
clinical manifestations. It has been shown the possibility of immunizing against Leishmania
infection using Lutzomyvia longipalpis saliva. Lutzomyia intermedia 1s the main vector of
Leishmania bracziliensis. We investigated here whether the immunization of hamsters with L.
longipulpis saliva confers protection against L. bruziliensis infection in the presence of L.
intermedia saliva. Old male hamsters were immunized with L. longipalpis Salivary Gland
Sonicate (SGS) three times, at fiftecen-day intervals. Fifteen days after last immunization, the
animals were challenged on the lateral car with 107 L. braziliensis promastigotes plus SGS
from /. intermedia. Lesion development was measured weekly and 3, 5 and 8 weeks, after
challenge, cars and draining lymph nodes were obtained to evaluate parasite load as well as
cytokines produced during the infection. Forty-cight hours after challenge with SGS, we
observed an inflammatory inflltrate predominantly composed of mononuclear cells in the ears
ol immunized hamsters. These animals showed also significantly lower number of parasites in
the car and in the draining lymph nodes. They also produced significantly more antibodies
against saliva when compared with non-immunized hamsters and less antibodies anti-
Leishmania. The possible mechanism under this response is the reduced levels of IL-10 and
TGF-$ during the infection. These results suggest that the immunization with SGS from L.
longipalpis confers protection against 1. Araziliensis infection in an independent way of the
presence of saliva in the challenge. Also, the possibility to vaccinate against different species
ol Leishimania using salivary proteins from only one sand fly species.

Keywords: Leishmania braziliensis, Lutzomyia longipalpis, immunization, vaccine.



RESUMO

Transmitidas por diferentes espéeies de flebotomos, as leishmanioses apresentam uma grande
varicdade de manilestacoes clinicas. Tem sido demonstrada, a possibilidade de imunizagao
contra a infeccao por Leishmania utilizando-se a saliva do vetor flebotominco Lutzonyia
longipalpis. O principal vetor da  Leishmania  braziliensis € o flebotomo  Lutzomyia
intermedia. O objetivo deste estudo Toi avaliar se a imunizagdo de hamsters com a saliva de L.
longipalpis confere protecao contra a infeccao por L. braziliensis na presenca da saliva de L.
intermedia. Hamsters machos foram imunizados com o Sonicado de Glandula Salivar (SGS)
por trés vezes com intervalo de quinze dias. O desafio foi feito na orclha contra-lateral quinze
dias apds a ultima imunizacao, com 107 formas promastigotas de L. hruziliensis na presenga
do SGS de L. intermedia. O desenvolvimento da lesao foi acompanhado semanalmente ¢ 3, 5
¢ oito semanas, apds o desafio, as orclhas e linfonodos drenantes foram retirados para
avaliacio da carga parasitaria, bem como da produgio de citocinas durante a infecgao.
Quarenta ¢ oito horas apos o desafio com SGS, observa-se um infiltrado inflamatorio
composto predominantemente de células mononuclearces nas orclhas dos animais imunizados.
Estes animais apresentam reducao significativa na carga parasitaria dos linfonodos drenantes,
bem como das orelhas desafiadas. Além disso, produzem significativamente mais anticorpos
anti-saliva quando comparados aos nao-imunizados ¢ menos anticorpos anti-Leishmania. Os
possiveis mecanismos envolvidos nesta protecao sao os niveis reduzidos na expressao de 1L-
10 ¢ TGE-f ao longo da infeccao. Estes resultados sugerem que a imunizacao com o SGS de
1. longipalpis confere protegao contra a infecgdo por L. hraziliensis de modo inespecitico a
presenca da saliva no momento do desafio. Dessa forma, a possibilidade de vacinacao contra
diferentes espécies de Leishmania, utilizando proteinas salivares de uma cspécie de vetor.

Palavras-chave: Leishmania braziliensis, Lutzomyia longipalpis, imunizacao, vacina.
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Descricao

Avaliagio do DTH cm cortes histologicos das orclhas de hamster. Os animais loram
imunizados ou ndo por 3 vezes com SGS de L. longipalpis cquivalente a 0,5 pares
por via intradérmica na orclha com intervalo de 15 dias. O desafio foi realizado na
orclha contralateral com SGS de L. longipalpis (0.5 pares) ou de L. intermedia (1
par).

Produgiio de anticorpos especilicos no soro contra saliva por ELISA ¢cm hamsters
imunizados por via intradérmica trés vezes na orclha com SGS de L. longipalpis
cquivalente & 0.5 pares ou injetados do mesmo modo com solugdo salina com
intervalo de 15 dias entre cada imunizagao.

Desenvolvimento da lesdo em hamsters imunizados na orelha esquerda ou ndo com
SGS de L. longipalpis cquivalente a 0,5 pares com intervalo de 1S dias ¢ desafiados
na orclha dircita com 107 formas promastigotas de L. braziliensis na presenga da
saliva de diferentes vetores.

Avaliagdo da carga parasitaria na orclha de hamsters imunizados ou nao 3 vezes com
intervalo de 15 dias com SGS de L. longipalpis cquivalente a 0.5 pares, 3.5 ¢ 8
semanas apos o desafiao na orelha contralateral com 107 formas promastigotas de L.
hraziliensis na presenga da saliva de diferentes vetores pelo método de Diluigao
Limitante.

Avaliagio da carga parasitiria no linfonodo drenante de hamsters imunizados ou nao
3 vezes comintervalo de 15 dias com SGS de L. longipalpis cquivalente a 0.5 parcs,
3.5 ¢ 8 scmanas apés o desafiao na orelha contralateral com 107 formas
promastigotas de L. brazilicnsis na presenga da saliva de diferentes vetores pelo
m¢étodo de Dilui¢iao Limitante,

Producio de anticorpos especificos contra saliva de L. longipalpis no soro de
hamsters imunizados ou ndo com SGS de L. longipalpis equivalente a 0.5 pares por 3
vezes com intervalo de 15 dias. 3.5 ¢ 8 semanas apds o desafio com 107 formas
promastigotas de L. hraziliensis na presenga da saliva de diferentes vetores avaliada
por EEISA.

Produgio de  anticorpos especificos contra  Leishmania no soro de hamsters
imunizados na orclha esquerda ou ndo com SGS de L. longipalpis equivalente a 0.5
pares por 3 vezes com intervalo de 15 dias, 3, 5 ¢ 8 semanas ap6s o desalio com 107
formas promastigotas de L. braziliensis na presenga da saliva de diferentes vetores
avaliada por BLISA.

Aviliacao dos niveis de expressio de IFN-y por PCR em tempo real no linfonodo
drenante de hamsters imunizados por via intradérmica na orclha esquerda ou nao
com SGS de L. longipalpis cquivalente a 0.5 pares por 3 vezes com intervalo de 15
dias. Os animais foram desafiados com 10 formas promastigotas de L. braziliensis
por via intradérmica na orctha contralateral na presenga saliva de diferentes velores.
Avaliacio dos niveis de expressdo de IL-10 por PCR em tempo real no linfonodo
drenante de hamsters imunizados por via intradérmica na orclha esquerda ou ndo
com SGS de L. longipalpis cquivalente a 0,5 pares por 3 vezes com intervalo de 15
dias. Os animais foram desafiados com 107 formas promastigotas de L. braziliensis
por via intradérmica na orclha contralateral na presenca saliva de diferentes vetores.
Avaliagiao dos niveis de expressdo de TGEF-f por PCR ¢m tempo real no linfonodo
drenante de hamsters imunizados por via intradérmica na orclha esquerda ou nao
com SGS de L. longipalpis cquivalente a 0.5 pares por 3 vezes com intervalo de 15
dias. Os animais foram desafiados com 107 formas promastigotas de L. braziliensis
por via intradérmica na orelha contralateral na presenga saliva de diferentes vetores.
Desenvolvimento da lesio em hamsters imunizados na orclha esquerda ou ndo com
SGS de L. longipalpis equivalente a 0.5 pares por 3 vezes com intervalo de 15 dias ¢
desafiados na orclha dircita com 107 formas promastigotas de L. braziliensis.
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Avaliacio da carga parasitaria em hamsters imunizados na orelha esquerda ou ndo com
SGS de L. longipalpis equivalente a 0,5 pares por 3 vezes com intervalo de 15 dias, 3.
5 ¢ 8 semanas apos o desafio na orelha direita com 107 formas promastigotas de L.
hraziliensis pelo método de Dilui¢ao Limitante.

Avaliagio da carga parasitaria no linfonofo drenante de hamsters imunizados na orclha
esquerda ou ndo com SGS de L. longipulpis cquivalente a 0.5 pares por 3 vezes com
intervalo de 15 dias, 3.5 ¢ 8 semanas apos o desafio na orelha dircita com 107 formas
promastigotas de L. hraziliensis pelo método de Diluicao Limitante.

Producio de anticorpos especificos contra a Leishmania no soro de hamsters
imunizados na orclha esquerda ou ndo com SGS de L. fongipalpis cquivalente a 0.5
pares por 3 vezes com intervalo de 15 dias, 3,5 ¢ 8 semanas apos o desalio na orclha
dircita com 107 formas promastigotas de L. braziliensis pelo mélodo de ELISA.
Avaliacio dos niveis de expressio de 1FN-y por PCR e¢m tempo real no linfonodo
drenante de hamsters imunizados por via intradérmica na orclha esquerda ou nao com
SGS de L. longipalpis cquivalente a 0.5 pares por 3 vezes com intervalo de 15 dias. Os
animais foram desafiados com 107 formas promastigotas de L. hrazilicnsis por via
intrad¢rmica na orelha contralateral.

Avaliagao dos niveis de expressao de 1L-10 por PCR em tempo real no linfonodo
drenante de hamsters imunizados por via intradérmica na orelha esquerda ou nao com
SGS de L. longipalpis cquivalente a 0,5 pares por 3 vezes com intervalo de 15 dias. Os
animais foram desafiados com 10° formas promastigotas de L. braziliensis por via
intradérmica na orclha contralateral.

Avaliagdo dos niveis de expressao de TGF-§ por PCR em tempo real no linfonodo
drenante de hamsters imunizados por via intradérmica na orelha esquerda ou nao com
SGS de L. longipalpis equivalente a 0.5 pares por 3 vezes comintervalo de 15 dias. Os
animais foram desaliados com 107 formas promastigotas de L. braziliensis por via
intradérmica na orclha contralateral.
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LISTA DE ABREVIATURAS

LVA  Leishmaniose Visceral Americana

LTA - Leishmaniose Tegumentar Americana

[.LCL  Leishmaniose Cutanca Localizada

LCM -~ Leishmaniose Cutinca Mucosa

[.CD ~ Leishmaniose Cutianca Disseminada

DTH  Resposta de Hipersensibilidade Tardia do inglés
IEN-y - Interferon Gamma

CMSP - Células Mononucleares do Sangue Perifcrico
RNAm - RNA mensageiro

IL-2 - Interleucina-2

I1L-4 - Interleucina-4

IL.-5 — Interleucina-5

IL-10 - Interleucina-10

IL-12 - Interleucina-12

APC - C¢lulas Apresentadoras de Antigeno

“Delaved-type Hipersensitivy ™

MHC-1 ou II - Complexo Principal de Histocompatibilidade Classe T ou 11

Thi ou 2 - C¢lulas T auxiliares 1 ou 2

NO - Oxido Nitrico

TGF-f - Fator Transformador do Crescimento-Beta

iNOS - Enzima Oxido Nitrico Sintetase Induzida



NOS2 - Enzima Oxido Nitrico Sintetase Tipo 2
PFR-2 - Proteina Paraflagelar Rod-2

BCG - Bacilo Calmette-Guérin

SGS - Sonicado de Glandula Salivar

DETC - Células T Intracpiteliais do inglés "Dendritic Epidermal T Cell's
¢DNA - DNA complementar

[¢G - Imunoglobulina G

PBS - Salina Fosfatada

ELISA - Ensaio de Imuno-Adsorg¢ao Ligado a Enzima
SBF - Soro Bovino Fetal

Tm - Temperatura de Anclamento

0.D. - Densidade Optica

Q.R. - Quantificacao Relativa

Lb - Leishmania braziliensis

Lulo - Lurzomviua longipalpis

Li - Luzomyvia intermedia
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1 INTRODUCAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA DAS LEISHMANIOSES

As leishmanioses sdo um grupo de doencas infecto-parasitarias, causadas por
protozodrios do género Leishmania. A doenca afeta dois milhdes de pessoas em
praticamente todos os continentes, com excegdo da Oceania, € € endémica em 88 paises
das Américas do Sul e Central, Africa e Asia. De acordo com a Organizagio Mundial de
Sauide, aproximadamente 350 milhdes de pessoas em todo o planeta vivem sob risco de
infecgdo, 12 milhoes de pessoas estao infectadas e, a cada ano, cerca de 1,5 a 2 milhoes de
novos casos surgem, causando 57 mil mortes anualmente (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2007). A infeccao por Leishmania causa diferentes manifestagoes
clinicas que estao relacionadas ao desenvolvimento de resposta imune do hospedeiro e com

a espécie da Leishmania (GRIMALDI, 1982).

No Brasil, a Leishmaniose Visceral Americana (LVA) era considerada uma
endemia focal e rural até a década de 80 do século XX. No entanto, ocorreu uma €xpansao
para regides peri-urbanas, periferias de alguns centros urbanos e epidemias urbanas foram
observadas em vdrias cidades nos dltimos anos. A LVA ocorre com maior incidéncia na
regido Nordeste, somando 92% dos casos, 66% destes na Bahia, Maranhdo, Ceard e Piaui.
De modo similar, houve expansdo geogrifica da Leishmaniose Tegumentar Americana
(LTA) apos 1985, com aumento no coeficiente de deteccao de 10,45/100.000 habitantes
para 18,63/1000.000 habitantes, e, atualmente, hé relatos da doenca em todas as regides do
pais. Com uma média anual de 28.568 casos, a regido Norte apresentou as maiores
incidéncias entre 1985 e 2005. Em 2001, por exemplo, a incidéncia foi de 93,84 casos por
100.000 habitantes (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE / MS, 2001; 2003;
2005; 2007).
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1.2 Leishmania E MANIFESTACOES CLINICAS

O agente etioldgico da leishmaniose € um protozodrio digenético, ou dimorfico,
pertencente a ordem Kinetoplastidae, da familia Trypanosomatidae, do gé€nero Leishmania.
A transmissao para o hospedeiro vertebrado € feita por meio da picada do vetor
flebotomineo fémea infectado que, no momento do repasto sanguineo, injeta, juntamente
com a saliva, as formas promastigotas flageladas infectantes da Leishmania, denominadas
metacilicas. As promastigotas sao fagocitadas por macréfagos residentes na derme via
receptores e ligantes especificos, que se instalam no compartimento fagolisossomal dessas
células (vacuolo parasitéforo) e se diferenciam em amastigotas. Estes parasitas sobrevivem
e multiplicam-se por divisdo bindria simples até a destruicao da célula hospedeira, quando
sao liberados e novamente fagocitados. Ao se alimentar de um vertebrado infectado, o
fleb6tomo aspira células, dentre elas, macréfagos infectados com formas amastigotas, e
componentes da matriz extracelular. Uma vez no interior do fleb6tomo, as amastigotas se
diferenciam em promastigotas ¢ se deslocam para a porg¢ao anterior do intestino do vetor,
onde sdo novamente inoculados no momento do repasto sanguineo (HOWARD et al.,

1980; LAINSON et al., 1987; MOSSER, 1994; SACKS & KAMHAWI, 2001).

As formas clinicas das leishmanioses sdao, basicamente, visceral e tegumentar,
sendo a visceral uma forma grave e fatal, se nao tratada. Esta consiste de infecgao
generalizada que acomete o sistema reticuloendotelial envolvendo bago, figado, medula
6ssea e linfonodos (BITTENCOURT & BARRAL-NETTO, 1995). A LTA apresenta um
espectro de manifestagoes clinicas como a Leishmaniose Cutaneo Localizada (LCL), a
Leishmaniose Cutanea Mucosa (LCM), Leishmaniose Cutinea Difusa ¢ Disseminada
(LCD). De modo geral, a LTA ¢ caracterizada pela formacao de tlcera na pele em locais
expostos a picada do vetor, como rosto, bragos e pernas. Lesoes cutidneas tnicas ou
multiplas podem ocorrer, sendo mais freqiiente a tlcera indolor, de borda elevada e fundo
necrdtico que pode curar espontancamente. Primariamente, a LTA compromete a pele, mas
a linfadenopatia regional € comum, podendo preceder o aparecimento das lesoes cutianeas
(BARRAL er al., 1995). O desenvolvimento destas diferentes manifestacdes clinicas da
doenca depende de interagoes complexas que envolvem desde a capacidade infectiva da
especie de Leishmania em questdo até o estado imunoldgico do hospedeiro (PEARSON &

SOUSA. 1996).
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A LTA ¢ causada por uma varicdade de espécies. Nas Américas, seus principais
agentes ctiologicos sao Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania amazonensis ¢
Leisthmania guvanensis. enquanto Leishmania tropica. Leishmania major ¢ Leishmania
acthiopica sdo responsaveis por esta manifestagio clinica no Velho Mundo (LAINSON ¢/
al.. 1987). No Brasil, a LCL tem como agentes etiologicos Leishmania braziliensis ¢

Leishmania amazonensis.
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1.3 LEISHMANIOSE E RESPOSTA IMUNE

De modo geral, as leishmanioses sao agrupadas em dois pdlos de acordo com a
resposta imune. O pélo responsivo € representado pela LCL e LCM, nas quais os pacientes
apresentam forte reagao de hipersensibilidade do tipo tardia (DTH), caracterizando
imunidade mediada por células, e alta producdo de interferon y (IFN- y) em resposta ao
antigeno de Leishmania in vitro. Entretanto, hd baixa producao de anticorpos
(CARVALHO er al., 1985; CASTES et al.,, 1983). O outro pélo ndo responsivo é
representado pela LCD. Neste caso, a imunidade humoral se manifesta de forma
predominante (CONVIT e/ al., 1972) e, durante a fase aguda da doencga, células
mononucleares do sangue periférico (CMSP) nao expressam RNAm para [FN- y, enquanto
expressam para 1L-2, IL-4 e IL-10 (BOMFIM et al., 1996). Além disso, avaliando a
resposta linfoproliferativa, apés estimulagio in vitro com antigeno de Leishmania, nao ha

producdo de IFN-y por estas células (MURRAY et al., 1984).

Embora estes achados tenham surgido de andlises com seres humanos, modelos
experimentais sao amplamente utilizados em estudos sobre imunorregulagao na infecgio
por Leishmania. Os padroes de susceptibilidade e resisténcia a leishmaniose cutianea foram
desenvolvidos a partir dos perfis de ativagao de clones de célula T CD4*. Uma vez que a
Leishmania € um parasito intracelular obrigatério no hospedeiro vertebrado, a apresentacao
de antigenos pelas células apresentadoras (APC), como macréfagos e células dendriticas,
se da via moléculas do Complexo Principal de Histocompatibilidade Classe 11 (MHC-II),
dai a importincia dessas células na resposta a infecgao. As vias de ativacdo das células T
CD8" ainda sdo controvérsias, uma vez que a Leishmania reside nos vactiolos parasitéforos
dos macréfagos, nao esta claro como estas células apresentam antigenos a células T CD8+
através do MHC-1 (RUIZ & BECKER, 2007). No entanto, existem relatos deste fato. Kima
e colaboradores demonstraram, em 1997, que células T CD8+ especificas para um antigeno
de superficie de L. amazonensis, foram capazes de reconhecer macréfagos infectados
(KIMA er al, 1997). Mais recentemente, células T CD8+ foram ativadas in vitro por DCs
infectadas com L. major (BERTHOLET et al, 2005). Ainda ndo estd esclarecido como
estes antigenos de Leishmania saem dos vacuiolos parasitéforos e atingem o citosol, onde
sa0 processados para apresentacao pela via MHC-I. Um possivel mecanismo € a

apresentacao cruzada, que ¢ baseado na fusao do fagossomo com o reticulo
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n

endoplasmatico, de onde os antigenos podem ser transportados para o citosol (HOUDE e/

al. 2003; GUERMONPREZ et al, 2003).

A ativacao das células T pela interagao com APCs resulta na producao de citocinas
¢ na proliferacao celular (FRASER & WEISS, 1992; LINSLEY ¢/ dl., 1992; FEEMAN ¢/
al.. 1993). A partir do perfil de sccrecao dessas citocinas distinguem-se dois tipos de
tinlocitos TCD4': T helper 1 (Thl) ¢ 2 (Th2). O primeiro € caracterizado pela alta
producao de IFN-y dependente de interleucina-12 (IL-12), com baixos niveis de 1L.-4, que
induzem  ativagao de mecanismos microbicidas dos macrofagos infectados ¢ morte de
parasitas, mediado, principalmente por 6xido nitrico (NO). Este € um padrao de resisténcia
a infeccao por L. major observado em camundongos da linhagem C57BL/6 ¢ quc
desenvolvem apenas uma pequena lesao no local do indculo, que ndo ulcera e cura
espontancamente. Em contraste, camundongos da linhagem BALB/c sao susceptiveis a
infeccao por desenvolverem uma resposta na qual os linfocitos produzem inicialmente
altos niveis de 1L-4, com redugio na produgio de IFN-y e 1L-12. A lesao desses animais
nao cura espontancamente, ¢ ulcerada ¢ necrotica (REINER & LOCKSLEY, 1995; ETGES
& MULLER. 1998; ROGERS er al., 2002; LOCKSLEY & SCOTT, 1991).

Apesar  das  diferencas  evidentes  da  infeccdo  entre  animais  resistentes ¢
susceptiveis, os  estadgios inicials  parccem  ser semelhantes. Ha predominancia  de
neutrofilos, muitos contendo parasitas no seu interior, enquanto macréfagos ¢ cosinofilos
ocorrem ¢m menor numero. De forma gradual ha uma substituicao deste perfil celular por
outro que difere entre as linhagens de camundongos. Naqueles de Tinhagem susceptivel, ha
substituigao por um aspecto monoformico constituido predominantemente de macrélagos
vacuolados repletos de amastigotas, enquanto € observado um infiltrado de linfocitos,
plasmacitos ¢ reacao granulomatosa, em animais das linhagens resistentes (ANDRADE e/

al., 1984: BARRAL-NETTO ¢ al., 1987).

A permanéncia de amastigotas no interior dos vacuolos fagolisossomais  dos
macrofagos, que  consistem e¢m  microambientes  desfavoraveis a  sobrevivéncia de
microorganismos, cnvolve adaptacoes bioquimicas ¢ morfoldgicas desses parasitas para
que consigam sua sobrevivéncia ¢ multiplicacao. Os mecanismos envolvidos na resisténcia

da  Leishmania neste  ambiente  toxico ainda nao foram completamente  definidos
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(ALEXANDER er al., 1999). No entanto, alguns trabalhos apontam para a importancia do
equilibrio entre citocinas na sobrevivéncia da Leishmania. O Fator Transformador do
Crescimento Beta (TGF-B. do inglés Transforming growth factor-beta) foi demonstrado
como predominante em animais de linhagem susceptivel a infecgdo por Leishmania
(BARRAL-NETTO et «l., 1992). O papel do TFG-B na infeccdo por Leishmania também
for demonstrado por estudos com modelos experimentais in vitro. A partir de culturas de
macrofagos, observou-se que a adicio de TGF-B levou ao aumento da replicacio de L.
bruziliensis, enquanto a administracdo do anticorpo neutralizante anti-TGF-B levou a
diminuicdo da infec¢do. Além disso, animais submetidos ao tratamento com TGF-§ fez
com que parasitas avirulentos se tornassem virulentos e levou a reativacdo da infeccido
latente por L. braziliensis (BARRAL et al., 1993). Outras citocinas também estio
envolvidas na modulacdo da leishmaniose murina, como demonstrado por Murphy e
colaboradores em 2001, que utilizando camundongos deficientes em IL-10 observaram
maior resisténcia a infecgdo por L. donovani devido ao aumento na producdo de IFN-y e
IL-12 nesses animais. De fato, a presenca de IL-10 levava & forma ativa da doenca e ndo a
auséncta de IFN-y (MURPHY er al., 2001). Portanto, é possivel que este equilibrio entre
respostas Thl e Th2 esteja implicado no variado espectro de manifestacdes clinicas da

leishmaniose.

Outros mecanismos de defesa do hospedeiro também estio envolvidos na
sobrevivéncia da Leishmania no interior dos vactolos parasitoforos de macréfagos. A
fagocitose de promastigotas por macrofagos ou neutr6filos seguida pela liberacio de
enzimas hidroliticas ou intermedidrios reativos do oxigénio (explosdo respiratoria do inglés
“oxidative burst™) sdo exemplos de mecanismos que sdo ativados em minutos ou segundos
na tentativa de conter a infeccdo ainda nos momentos iniciais. Durante estdgios mais
tardios, outros mecanismos sao ativados, porém, requerem a inducdo da transcrigdo ou
sintese “"de novo™ de proteinas e, dessa forma, ndo sao tao importantes no controle inicial
da infecc¢do. A produgao de Oxido nitrico (NO), por exemplo, um gas inorganico secretado
por c€lulas de mamiferos envolvido na homeostase e defesa do hospedeiro, que € feita pela
enzima NO sintase induzida ou tipo Il (iNOS ou NOS2, respectivamente), €é outro

mecanismo importante envolvido no controle do parasita (NATHAN, 1992).



17

1.4 HAMSTER COMO MODELO EXPERIMENTAL

Desde a segunda metade do século XX, diversos grupos de pesquisadores utilizam
hamsters como reservatorio de espécies de Leishmania para manutengao deste parasito em
seus laboratdrios. Na tentativa de encontrar animais selvagens possivelmente hospedeiros
de Leishmania, Thatcher e colaboradores, em 1965, inocularam diferentes cepas de
Leishmania ssp. isoladas de lesdes cutineas de pacientes que viviam em dreas endémicas
da América Latina, em diversas espécies de roedores e marsupiais coletados em florestas
(THATCHER et al., 1965). No entanto, estes pesquisadores ja tinham conhecimento sobre
a susceptibilidade do hamster (ou golden hamster, Mesocricetus auratus) e utilizavam-no
para manutengdo de parasitas através de passagens nestes animais (LAINSON &
STRANGWAYS-DIXON, 1964; THATCHER et al., 1965). Somente no final da década
de 70 do século XX que se deu inicio ao estudo da leishmaniose cutdnea experimental em
hamster com o objetivo de investigar questoes relacionadas a imunidade, diagndstico e
transmissao da doenga. Neste periodo pouco era sabido sobre o desenvolvimento da
infec¢ao experimental em hamster com quaisquer espécies de Leishmania. Por isso,as
diversas vias de administracdo do parasito, tanto em forma amastigota quanto
promastigota, e seu indculo para o estabelecimento da infeccao foram testados (WILSON
el al., 1979; HERRER et al., 1979). A controvérsia sobre a ocorréncia de lesdes
metastaticas em decorréncia a infec¢do por L. braziliensis foi amplamente testada em
hamsters (WILSON & LOLLINI, 1980; TRAVI et al, 1988; ALMEIDA et al., 1996;
SINAGRA et al., 1997). O hamster também ¢ utilizado como modelo em identificacio da
espécie do agente causador da infecgdo através do in6culo de material de bidpsia de lesdes
, cutdneas e posterior observagao do desenvolvimento da doenca (ROMERO et al., 2001). A
avaliacao da infectividade de diferentes subespécies também pode ser feita utilizando-se
hamster (REY er al., 1990). Dentre estes trabalhos, Wilson e colaboradores, em 1979,
demonstraram qué a rota intradérmica de administragio de 10° parasitas tinha 0 mesmo
efeito que a via subcutinea de 10° amastigotas de L. braziliensis e L. mexicana. Os autores
sugerem que a primeira via seria ideal para padronizar o modelo experimental em hamsters
pela possibilidade de detectar infec¢ao num tempo cinco vezes menor, além de mimetizar

melhor a infeccao natural (WILSON et al., 1979).
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A resposta imune de hamsters a infecgdes causadas por parasitas intracelulares é
pouco estudada. Um dos primeiros estudos a tratar sobre a imunidade em resposta a L.
donovani em hamster demonstrou a causa da hipergamaglobulinemia. Este trabalho aponta
que sua origem esta relacionada com uma forte ativagao policlonal de células B que induz
a secre¢gao de imunoglobulinas (CAMPOS-NETO & BUNN-MORENO, 1982). Ainda
assim, a maioria dos grupos de pesquisa demonstrava interesse no estudo da
susceptibilidade de hamster a diferentes espécies de Leishmania (NEAL & HALE, 1983;
KAHL er al, 1990; 1991; SINAGRA, 1997). Portanto, estes trabalhos se restringiam a
estudar aspectos clinicos da leishmaniose em hamster em detrimento do tipo de resposta

imune que estes animais desenvolviam.

Apesar das dificuldades encontradas na utilizagdo dos hamsters, como auséncia de
reagentes, eles tém sido amplamente empregados como modelo experimental no estudo da
leishmaniose visceral por conta da sua alta susceptibilidade (MIKHAIL & MANSOUR,
1975; FARRELL, 1976; COOK et al, 1982; JARECKI-BLACK et al, 1984; AFRIN &
ALIL 1997; AFRIN et al, 2000; GARG et al, 2005; BASU et al, 2005). Da mesma forma,
os hamsters sao altamente susceptiveis as espécies de Leishmania causadoras da forma
cutanea (BASTIEN & KILLICK-KENDRICK, 1992), quando comparados com
camundongos (DE MOURA et al, 2005). Por conta desta maior susceptibilidade, alguns
grupos de pesquisa adotam os hamsters como modelo experimental em estudos sobre
possiveis vacinas contra leishmaniose cutinea. Um dos primeiros trabalhos a utilizar
modelos nao-murinos para avaliar a capacidade protetora de uma vacina contra
leishmaniose tegumentar imunizava hamsters com L. braziliensis quimicamente tratada. O
desafio era feito em seguida com a mesma espécie. Estes animais apresentaram resposta de
células T e B mais eficiente, auséncia de parasitas no linfonodo na sexta semana apds a
infeccdo e tamanho de lesdo cerca de quatro vezes menor em relagdo aos animais
controles. Além disso, por volta da décima semana pds-infecgdo, as lesdes eram
indetectaveis (O'DALY & CABRERA, 1986). Apesar dos resultados promissores. a
vacinagao de hamsters contra leishmaniose cutinea voltou a ser objeto de estudo somente
do inicio do século XXI, quando foi demonstrada a imunogenicidade da proteina
paraflagelar Rod-2 (PFR-2). O potencial protetor desta proteina, bem como do gene
codificante, foram avaliados contra L. mexicana e L. panamensis de acordo com a via de

inoculacao e o género do hospedeiro. Resultados divergentes foram obtidos, onde houve
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protecao conferida pela imunizacdo com a proteina recombinante, mas fémeas submetidas
a vacinagdo genética e desafiadas com L. mexicana apresentaram tamanho de lesdo
exacerbado (SARAVIA ef al, 2005). Diante disso, fica evidente a necessidade de mais
estudos para aperfeicoar a resposta protetora conferida por esta proteina na construcao de
uma vacina. Este mesmo grupo de pesquisa também avaliou a vacinacdo de hamsters com
L. mexicana atenuada por mutacdo génica seguida pelo desafio com a mesma espécie de
Leishmania selvagem. Os resultados obtidos foram positivos, uma vez que 0s animais
imunizados apresentaram tamanho de lesdo menor do que os controles (SARAVIA ef dl,
2006). Novamente, a possibilidade de desenvolver uma vacina contra leishmaniose é

demonstrada e esta pode ocorrer através da utilizacdo de diferentes metodologias.

Os estudos sobre potenciais candidatos a vacina contra leishmaniose compdem a
principal linha de pesquisa de muitos grupos. Diversos protocolos foram testados em
modelos murinos com objetivo de identificar e isolar antigenos protetores. Scott e
colaboradores demonstraram em 1990 que a transferéncia adotiva de clones de célula T
especificas para a fracoes de promastigotas de L. major, bem como para antigenos soluveis
de Leishmania, confere protecdo contra este parasito (SCOTT et al, 1990). De forma
similar, a vacinag¢do Gnica com bacilo Calmette-Guérin (BCG) recombinante expressando a
proteinase gp63 de Leishmania protegeu os animais contra o desafio com L. major e L.
mexicana (CONNELL ef al, 1993). Também foi testada a imunizacdo de animais com
parasitos atenuados por irradiacao inoculados por via subcutinea, conferindo alto grau de
protecio contra L. major (RIVIER et al, 1993). Mais recentemente, surgiu a possibilidade
de desenvolvimento de uma vacina baseada na saliva do vetor da Leishmania com a
demonstragao de que animais picados por flebotomos nio infectados sao protegidos contra
o desafio com L. major. Essa protecdo € conferida por forte DTH e produgio de IFN-y no
local do desafio (KAMHAWI ef al, 2000). Todos estes estudos demonstram que o

desenvolvimento de uma vacina contra a forma cutanea da leishmaniose é plausivel.
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1.5 A SALIVA DO FLEBOTOMO

Os flebotomineos sao invertebrados pertencentes a classe Insecta, da ordem
Diptera, familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae. Esta subfamilia possui cinco
géneros: Phlebotomus e Sergentomyia que sdo encontrados no Velho Mundo; Lutzomyia,
Brumptomyia e Warileya no Novo Mundo (LEWIS, 1971; 1974). No Novo Mundo, o
género Lutzomyia tem maior importancia por ser representado por centenas de espécies das
quais, muitas respondem pela transmissdo de Leishmania, causando as diferentes
manifestacoes clinicas (LEWIS, 1971; 1974; FORATTINI et al, 1973; KILLICK-
KENDRICK, 1990). Estes insetos vivem sem contato com o homem, porém, devido &
intensa acao antrépica no seu hdbitat, muitas espécies estdo bem adaptadas ao convivio
com animals domésticos € o homem. Uma das espécies mais bem adaptadas é o
flebotomineo Lutzomyia longipalpis, que é encontrado em alta densidade em algumas

regioes do Brasil, interna e externamente aos domicilios (SHERLOCK, 1996).

Poucas espécies de flebotomineos conseguem sobreviver em regides além dos
tropicos, sendo, portanto predominantes em regides neotropicas (MARTINS &
MORALES-FARIAS, 1972). Flebotomineos adultos se alimentam de vérias substincias
doces de natureza vegetal, tais como seiva, néctar e frutas maduras. Além do acicar
encontrado nos vegetais, as fémeas necessitam exercer a hematofagia a fim de amadurecer
seus ovos (LEWIS, 1971; FORATTINI, 1973). Na obtencdo de sangue, os flebotomineos
dilaceram pequenos vasos criando uma pequena hemorragia e dela alimentam-se
(GOLDMAN et al., 1952). Durante a alimentacdo, a saliva é injetada antes do ato
hematofdgico, o que auxilia no encontro de um local adequado para o repasto sanguineo e
na contengdo dos mecanismos hemostaticos. Estes insetos possuem um par de glandulas
salivares situado na regiao ventral protoraxica, constituido de um ducto comum curto e um
ducto individual longo que vai até o aparato bucal (FORATTINI, 1973). O volume da
saliva secretado € particular de cada espécie e é composto de vérias substincias com
capacidade antihemostitica. Dentre estas substdncias encontram-se moléculas
vasodilatadoras, anticoagulantes e antiplaquetdrias, que permitem o sucesso da alimentacdo

pelo tlebotomo (RIBEIRO er al., 1994).
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O papel desses componentes salivares torna-se relevante no estudo da patogénese
de doengas transmitidas por artrépodes, uma vez que a picada € a principal via de
transmissao de diversos parasitas. Portanto, a capacidade vetorial € dependente da presenga
total ou at€ mesmo parcial da saliva, para que o vetor consiga realizar o repasto sanguineo

e, assim, efetuar a transmissao do parasita (RIBEIRO et al., 1998; RIBEIRO, 2000).

O conteudo salivar dos flebotomineos apresenta grande relevancia parasitolégica,
pois as propriedades imunomoduladoras propiciam ambiente adequado a sobrevivéncia e
multiplicagdo dos microorganismos transmitidos durante o repasto. A saliva, quando
inoculada experimentalmente com parasitas do género Leishmania pode promover
infeccdo mais grave em relacio ao indculo constituido somente de parasitas (TITUS;
RIBEIRO, 1988; LIMA; TITUS, 1996; BELKAID et al., 1998; DONNELLY et al., 1998;
BEZERRA & TEIXEIRA, 2001). Este efeito exacerbador na infec¢ao pode ser ainda
observado quando a saliva € inoculada até quatro dias antes da inoculagao dos parasitas
(THEODOS & TITUS, 1993). Diversos estudos demonstraram o papel regulador da saliva
dos flebotomineos sobre atividades microbicidas das células fagociticas, macréfagos
principalmente, que favorece a infeccdo e a multiplicacdo dos microorganismos
intracelulares. Estas células, em contato com a saliva, tém sua producido de 6xido nitrico e
peroxidos reduzidas, criando um ambiente favoravel a multiplicacdo dos microorganismos
endocitados (TITUS; RIBEIRO, 1988; JAMES; ROSSIGNOL, 1991; THEODOS; TITUS,
1993; HALL & TITUS, 1995; WAINTUBI; WARBURG, 1998; CHARLAB ef al., 1999;
GILLESPIE et al., 2000).

Uma vez que a saliva de flebotomineos € constituida por grande quantidade de
proteinas, o hospedeiro desenvolve resposta imune (celular ou humoral) contra seus
componentes. A resposta progride a partir de uma reagdo de hipersensibilidade tardia
(DTH), seguida por uma reacdo de hipersensibilidade imediata com a exposi¢io
continuada, finalizando com auséncia de reagao do hospedeiro (MELLANDY, 1946). Esta
resposta imune contra a saliva pode ser avaliada pela presenga de anticorpos, bem como
DTH contra diferentes proteinas salivares (BELKAID et al., 1998; BELKAID et a/., 2000;
BARRAL ¢t al., 2000; SILVA et al., 2005; ROHOUSOVA et al., 2005). Diversos
trabalhos com modelos murinos e humanos expostos a picadas mostram que hd producido

de anticorpos anti-saliva, bem como uma intensa reacdo inflamatdria contra os antigenos
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salivares. Além disso, hospedeiros imunizados submetidos a picada de flebotomos ou a
injecdo do sonicado da glandula salivar (SGS) apresentam infiltrado de células
inflamatérias no local da administracdo apds 24 a 48 horas. Esta resposta facilitaria a
alimentagao do inseto, pois o fluxo sanguineo ocorre com maior intensidade na 4rea da

reagdo em relacao aos individuos nao sensibilizados (BELKAID et al., 2000).

O papel regulador da saliva de fleb6tomos foi demonstrado em trabalhos nos quais
baixas doses de Leishmania major juntamente com saliva L. longipalpis ou Phlebotomus
pupatasi foram inoculadas em camundongos. Os animais apresentaram lesoes de tamanho
maior, bem como maior carga parasitdria em relagdo aos animais desafiados somente com
o parasita, enfatizando o carater exacerbador dos componentes salivares. Em contrapartida,
anticorpos produzidos em resposta a saliva podem neutralizar este efeito das proteinas
salivares. Quando o soro dos animais sensibilizados foi incubado com 'SGS e
posteriormente inoculado com parasitas, observou-se que as lesoes foram menores em
relagao aos animais inoculados com parasitas € SGS incubado com soro de camundongos
normais (TITUS & RIBEIRO, 1988; BELKAID et al., 1998; SAMUELSON et al., 1991;
THEODOS et al., 1991; WARBURG ef al., 1994; LIMA & TITUS, 1996).

Outro aspecto relevante € a via de administracao dos parasitas. Utilizando um
modelo intradérmico de infeccao com indculo constituido de baixas doses de L. major (500
a 1000 parasitas), feito na derme da orelha do camundongo, tenta-se mimetizar a biologia
da transmissao natural (BELKAID ef al., 1998). A derme da orelha possui células como
queratinocitos, células T intraepiteliais (DETC) e células de Langerhans, especializadas em
responder a entrada de microorganismos (TAKASHIMA & BERGSTRESSER, 1996).
Neste modelo, foram observados padroes de resisténcia e susceptibilidade a L. major nos
camundongos C57BL/6 e BALB/C, respectivamente. Novamente, quando os parasitas
foram inoculados na presenca da saliva de P. papatasi, vetor natural da L. major, houve
exacerbacao da lesao, associada com aumento inicial da frequéncia de células epidérmicas

produzindo citocinas do tipo Th2 (IL-4 e IL-5).

A demonstracido de que componentes salivares de fleb6tomos podem modificar os
efeitos da infeccao levou a hipdtese da utilizagao destas substidncias como alvos no

controle da leishmaniose. Utilizando modelos murinos pré-sensibilizados com saliva
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através de picadas de P. papatasi ou da inoculacdo de proteinas salivares do mesmo vetor,
diversos trabalhos apontam a capacidade protetora da saliva pelo bloqueio do
estabelecimento da infec¢ao nesses animais desafiados com L. major na presenca de saliva
(BELKAID er al., 1998; KAMHAWI et al., 2000; VALENZUELA et al., 2001). Essa
protecao contra infecgdo por Leishmania ssp desenvolvida por uma resposta imune anti-
saliva provavelmente se deve a neutralizacdo dos componentes imunomodulatdrios
presentes na saliva. Um desses componentes € o maxadilan, peptideo de 7kDa presente na
saliva de L. longipalpis, que foi capaz de induzir o desenvolvimento de uma resposta
imune protetora em camundongos contra um desafio com L. major na presenga de saliva
(LERNER & SHOEMAKER, 1992; MORRIS e al., 2001). Além da neutralizagao dos
componentes salivares pela pré-exposi¢do a saliva, outro fator importante nesta resposta
protetora seria a presenga de células inflamatérias (DTH) no local da picada recrutadas em
resposta aos componentes salivares. Este recrutamento de células inflamatdrias totnaria o
local da picada inapropriado para o estabelecimento da Leishmania no hospedeiro, por ser
acompanhado da producdo de citocinas do tipo Thl (KAMHAWTI et al., 2000). De forma
similar, a imunizacdo de camundongos com a proteina SP15 de 15kDa, componente da
saliva de P. papatasi, foi capaz de controlar a infeccao com L. major na presenga do SGS.
Também a imunizacdo com uma vacina de cDNA codificando a proteina SP15 foi capaz de
proteger os camundongos contra o desafio com o parasita e SGS. Mesmo em camundongos
deficientes de células B, o mesmo efeito foi observado, tanto para a imunizagdo com a

proteina purificada quanto com a vacina de cDNA (VALENZUELA et al., 2001).

Em dreas endémicas, as populagdes estdo em intimo contato com flebotomineos
nao infectados, caracterizando a sensibilizacao natural destas pessoas a saliva do vetor.
Criangas residentes em uma area endémica para Leishmaniose Visceral que converteram
DTH contra Leishmania num periodo de seis meses também apresentaram anticorpos IgG,
de subclasse IgG1 e IgE, contra antigenos da saliva de L. longipalpis. No entanto, criangas
que converteram somente a sorologia anti-Leishmania ndo apresentaram anticorpos anti-
saliva, sugerindo que o desenvolvimento de uma resposta imune contra a saliva de L.

longipalpis induziria uma resposta protetora contra a Leishmania (GOMES et al., 2002).

A composicao salivar, bem como sua func¢ao e antigenicidade parecem variar

consideravelmente entre diferentes espécies de flebotomos (WARBURG er al, 1994).
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Dessa forma, torna-se importante determinar se existem componentes antigénicos comuns
a todas as espécies relevantes para esta imunidade protetora contra Leishmania. Avaliando
a possibilidade de protegido cruzada, Thiakaki e colaboradores, em 2005, demonstraram
que soro de animais expostos naturalmente a picadas de Phlebotomus papatasi, P. sergenti
e L. longipalpis continham anticorpos anti-saliva. No entanto, estes reconheciam
principalmente antigenos especificos a sua respectiva espécie. Além disso, 0s animais
foram menos susceptiveis contra L. amazonensis quando imunizados com SGS de L.
longipupis, mas nao com SGS das outras espécies (THIAKAKI ef al., 2005). Embora
nenhuma destas espécies seja o vetor natural da L. amazonensis, estes dados sugerem que a

imunidade protetora mediada pela saliva contra Leishmania pode ser especifica.

Diante disso, a hipdtese deste trabalho € de que a imunizagdo com a saliva de L.
longipalpis protege contra infec¢do por L. braziliensis na presenga da saliva de diferentes

vetores.
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2 HIPOTESE

A 1munizacio de hamsters com sonicado de glandula saliva de Lutzomyia
longipalpis protege contra infeccdo subseqilente por Leishmania braziliensis na presenca

da saliva de L. intermedia, como ocorre na natureza.
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3 OBJETIVO GERAL

Avaliar o curso da infecgdo por L. braziliensis na presenca da saliva de diferentes

vetores em hamsters imunizados com a saliva de L. longipalpis.
3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a resposta imune induzida pela exposicao aos componentes da saliva de L.

longipalpis.

Avaliar o curso da infeccdo por L. braziliensis em hamsters imunizados com SGS

de L. longipalpis e infectados na presenca da saliva de L. longipalpis ou L. intermedia.

Avaliar se a pré-exposicdo aos componentes salivares de L. longipalpis interfere no

curso da infecgao por L. braziliensis na presenca ou ndo da saliva de diferentes flebétomos.

Auvaliar a especificidade da resposta imune gerada pela imunizacao com a saliva de

L. longipalpis.
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Avaliar a resposta imune induzida pela exposi¢ao aos componentes da saliva de L.

longipulpis.

3 imunizagdes
(intervalo de 15 dias)

Y

v
Salina

v

0,5 par de SGS L. longipalpis

]

Desafios:

SGS L. longipalpis (0,5 par)
SGS L. intermedia (1 par)

A

h 4

Histopatologia
(orelhas)

A 4

Sorologia
anti-saliva
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Avaliar o curso da infeccao por L. braziliensis em hamsters imunizados com SGS

de L. longipalpis e infectados na presenca da saliva de L. longipalpis ou L. intermedia.

3 imunizacoes
(intervalo de 15 dias)

Salina

|

0,5 par de SGS L. longipalpis

Infecgao:

L. braziliensis (105 ) + L. longipalpis
L. braziliensis (10°) + L. intermedia

v

Semanalmente

\ 4

A4

3, 5 e 8 semanas

A 4

A

Carga parasitaria:
Orelha
Linfonodo drenante

Tamanho da lesao:

Orelha

\

Producao de citocinas:
Linfonodo drenante

A4

Histopatologia:
Orelha

A 4

Dosagem anticorpo
Soro
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Avaliar a especificidade da resposta imune gerada pela imunizagdo com a saliva de

L. longipulpis.

3 imunizagoes

(intervalo de 15 dias)

J

l

Semanalmente

v

Tamanho da lesio:

Orelha

| |
Salina 0,5 par de SGS L. longipalpis
1 |
v
15 dias
v
Infecgao:
L. braziliensis (10°)
v
3, 5 e 8 semanas
v
y v
Carga parasitdria: Produgdo de citocinas:
Orelha Linfonodo drenante
Linfonodo drenante
v A4
Histopatologia: Dosagem anticorpos:

Orelha

Soro
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7 MATERIAIS E METODOS

7.1 ANIMAIS

Hamsters machos (Mesocricetus auratus) com idade entre 3 ¢ 4 meses (TRAVI e/
al, 2002) foram obtidos do biotério do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz (CPqGM ~
FIOCRUZ). Os procedimentos experimentais foram avaliados e aprovados pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA) do CPqGM, protocolado com a numeragao 006/2005.

Foram utilizados, em média, 8 animais por grupo.

7.2 FLEBOTOMINEOS E OBTENCAO DO SONICADO DE GLANDULA SALIVAR
(SGS)

Os flebotomineos utilizados foram provenientes da coldnia de L. longipalpis do
laboratério de Imunoparasitologia (LIP) do CPqGM. Os insetos foram capturados na
localidade de Cavunge, municipio de Ipecaetd, no estado da Bahia. Apds a captura,
utilizando armadilhas luminosas, os flebotomineos foram levados para o insetdrio.
Hamsters anestesiados foram utilizados como fonte de alimento para os fleb6tomos
capturados. Apos a alimentacdo sanguinea, as fémeas foram transferidas para os potes de
ovipostura. As fémeas mortas apds a ovipostura foram retiradas e montadas em balsamo
para posterior identificagdo da espécie. As larvas, apds a eclosdo, foram alimentadas com
racao a base de fezes de coelho. Apés as ecdises e a transformacdo em adultos, os insetos
- foram transferidos para uma gaiola e mantidos a base de alimentagdo agucarada até o
momento da obtencdo das glandulas salivares. Estas foram retiradas dos flebotomineos
com idade entre 5 e 7 dias apds sua transformacdo em insetos adultos. As glandulas
extraidas foram colocadas em tubos de 1,5mL contendo salina fosfatada (PBS), pH 7,4 na
propor¢ao de 1pl para cada par, e mantidas a -70°C até o momento do uso. Para sua
utilizagdo, as glandulas foram sonicadas (20x) por 40 segundos a freqiiéncia de 1Hertz e
poténcia de 90Watts (Branson Sonifier, Danbury, CT, USA). Em seguida, as glandulas
sonicadas foram centrifugadas (10000rpm por 4 minutos) com o objetivo de obter uma

fracao soldvel da saliva separada dos tecidos da glandula.
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7.3 IMUNIZACAO E DESAFIO

Os hamsters foram imunizados por via intradérmica na orelha esquerda com 0,5 par
de glandula salivar (SGS) de L. longipalpis em 20uL de salina, utilizando agulha de 29G
(BD Ultra-Fine, NJ, USA). O mesmo volume de solucdo salina foi inoculado nos animais
controles. Cada grupo foi vacinado trés vezes com um intervalo de quinze dias entre as
imunizagoes. Quinze dias apds a ultima imunizacio, os animais foram desafiados com 0,5
par de SGS de L. longipalpis ou 1 par de SGS L. intermedia (com o objetivo de obter
equivaléncia protéica entre as diferentes salivas) na orelha direita para avaliagio da reacdo
de hipersensibilidade tardia (DTH) contra o SGS. Os animais foram sacrificados ¢ suas
orelhas desafiadas removidas 48 horas apds a injecdo de SGS para andlise histologica do
DTH. O sangue dos animais foi obtido para separacdo do soro por centrifugagdo e
posterior avaliacdo da produgdo de anticorpos contra a saliva por ELISA. Foram utilizados
10 animais em cada grupo. Esta metodologia de imunizacdo foi repetida e os animais
foram posteriormente desafiados com L. braziliensis (10°) na presenca ou nao da saliva de
L. longipalpis (0,5 par por animal) ou L. intermedia (1 par por animal). Os diferentes

valores de SGS foram utilizados para obtencdo de eqiiidade nos conteddos protéicos.

7.4 PARASITAS E INFECCAO

Promastigotas de L. braziliensis (MHOM/BR/01/BA788) foram cultivadas em meio
Schneider’s suplementado com soro fetal bovino (SBF) a 20%, L-glutamine a 2mM,
penicilina 100U/mL e estreptomicina 100U/mL. Para infeccdo, os parasitas foram
utilizados na fase estaciondria (de 6 a 7 dias de cultura) que foi avaliada por contagens
didrias. Os parasitas foram lavados trés vezes em salina e ressuspensos na concentragao de
1x10%/mL. Os hamsters foram desafiados na orelha direita com 1x10° (DE MOURA et al,
2005) promastigotas de L. bruziliensis na presenga ou ndo da saliva de L. longipalpis ou L.
intermedia utilizando seringas com agulhas de 30G em volume de 20uL por animal. Os
animais foram sacrificados com 3, 5 e 8 semanas apds a infecgdo. A orelha e o linfonodo
drenante foram retirados para avaliagdo da carga parasitdria. As células do linfonodo

também foram utilizadas para obtencao de RNA para avaliar a producao de citocinas. A
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andlise histopatolégica das lesoes foi realizada apds fixagdo as orelhas removidas em
solucio de Formol a 10%. O sangue destes animais foi coletado para separa¢ao do soro e

posterior avaliacdo dos anticorpos circulantes.

7.5 AVALIACAO DA CARGA PARASITARIA

A carga parasitdria da orelha e do linfonodo drenante foi quantificada pela técnica
de diluigdo limitante como descrita previamente (LIMA e al. 1997) e a quantificagao
parasitdria foi obtida pelo programa ELIDA (LIMA ef al., 1997). Ap6s o sacrificio dos
animais, a orelha e o linfonodo drenante foram removidos, homogeneizados em placa de
Petri com peneira ultrafina e homogeinizador, respectivamente, com ImL de meio
Schneider (Sigma, St. Louis, MO, USA). Foi adicionado 4mL de meio completo
(suplementado com 100U de penicilina/mL, 100pg/mL de estreptomicina, 10% de SBF) ao
macerado da orelha que foi mantido em banho de gelo por cinco minutos para decantacao.
Ao macerado do linfonodo drenante foi adicionado 2mL de solugdo salina para lavagem
das células (1500rpm por 10 minutos a 4°C), que, em seguida, foram resuspensas em 1mL
de meio completo para contagem. Estas solucoes foram diluidas seriadamente com diluicao
inicial de 1:5 até 1:1000 em meio completo em placas de 96 pogos contendo meio semi-
solido NNN Agar-sangue (TITUS et al., 1985). Foram feitas seis réplicas para cada
diluicdo e as placas foram analisadas em microscépio invertido para a verificagao do
aparecimento de formas promastigotas de L. braziliensis no sétimo dia de cultura. Durante

este periodo, as placas foram incubadas em estufa a 25°C.
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7.6 DOSAGEM DE IgG TOTAL ANTI-Leishmania

As placas foram sensibilizadas com 10pg/mL de antigeno solivel de Leishmania
durante a noite a 4°C. Apds trés lavagens com PBS Tween 0,05%, as placas foram
bloqueadas com PBS Tween 0,05% mais 3% de BSA durante 2 horas a temperatura
ambiente. Apos trés lavagens, os soros diluidos (1/50) foram adicionados e a placa foi
incubada durante a noite a 4°C. Em seguida, apds trés lavagens, o segundo anticorpo
conjugado a enzima fosfatase alcalina (anti-IgG total de hamster) foi adicionado (Jackson
ImmunoResearch, West Grove, PA, USA) numa diluicao de 1/1000 e a placa foi incubada
durante 1 hora a 37°C. A revelagio da reacdo foi feita utilizando o substrato
paranitrofenilfosfato, diluido numa concentragio de 1mg/mL (Sigma, St. Louis, MO,

USA). A leitura da placa foi feita em 405nm.

7.7 DOSAGEM DE IgG TOTAL ANTI-SALIVA

As placas foram sensibilizadas com solugdo preparada com lpar de SGS de L.
longipalpis/mL durante a noite a 4°C. Apds trés lavagens com PBS Tween 0,05%, as
placas foram bloqueadas com PBS Tween 0,1% durante 2 horas a temperatura ambiente.
ApoOs trés lavagens, os soros diluidos (1/50) foram adicionados e a placa foi incubada
durante a noite a 4°C. Em seguida, apds trés lavagens, o segundo anticorpo conjugado a
enzima fosfatase alcalina (anti-IgG total de hamster) foi adicionado (Jackson
 ImmunoResearch, West Grove, PA, USA) numa dilui¢ao de 1/1000 e a placa foi incubada
? durante 1 hora a 37°C. A revelacdo da reacao foi feita utilizando o substrato
paranitrofenilfosfato, diluido numa concentracado de 1mg/mL (Sigma, St. Louis, MO,

USA). A leitura da placa foi feita em 405nm.
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7.8 EXTRACAO DE RNA E PREPARO DO c¢DNA PARA DETECCAO DE
CITOCINAS

O RNA total foi extraido do linfonodo drenante a infeccdo dos hamsters utilizando
o reagente Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), de acordo com as recomendagdes do
fabricante. Apés a contagem das células do linfonodo, estas foram separadas para carga
parasitaria ¢ as demais foram centrifugadas a 1500rpm por 10 minutos a 4°C. Em seguida,
foram ressuspensas em 300pl. de Trizol para liberacio do RNA. O RNA foi isolado e
precipitado na presenga de cloroférmio e isopropanol. Apds lavagem com etanol a 70% ¢ a
100%, o RNA foi dissolvido em dgua tratada com dietilpirocarbonato. A concentragao e
purificacio foram determinadas apds a leitura em espectofotdmetro utilizando
comprimentos de ondas de Ase € Azgo. Apos a quantificagdo, o material foi mantido a -
70°C. A sintese de cDNA foi realizada acrescentando-se 2ug de RNA a 30pL de uma
mistura contendo oligonucleotideos (dt) 12-18, 2,5 uM, dNTPs, ImM (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA), tampdo 1X (Tris-HCI 20mM, pH 8,4, KCl 50 mM, MgCl, 2mM),
20U de inibidor de ribonuclease ¢ 50U da transcriptase reversa Superscript II (Gibco,
Carlsbad, CA, USA). A reagdo foi incubada no termociclador a uma temperatura de 42°C
durante 50 minutos. Esta reacao foi interrompida a uma temperatura de 95°C durante 5
minutos. Em seguida as amostras de cDNA foram armazenadas a -20°C até o momento do

uso.

7.9 QUANTIFICACAO DA PRODUCAO DE CITOCINAS POR PCR EM TEMPO
" REAL

Os primers utilizados nas reagoes de amplificacao foram desenhados pela programa
Primer Express (Appleid Biosystems, EUA). O tamanho dos primers variou de 18 a 23
bases, a temperatura de anelamento (Tm, do inglés melting temperature) de 59°-61°C ¢ o
contetddo de GC de 40-60% e foram utilizados na concentracdo de 250nM. O tamanho dos
produtos de amplificacao gerados variou de 90 a 110pb e 75°-85°C de Tm. As reacoes de
PCR em tempo real foram realizadas em placas de 96 pocos, usando o reagente “SYBR-

Green PCR Master MIX™ (Applied Biosystems. Foster City, CA. USA) e o equipamento
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“Perkin-Elmer ABI Prism 7500 Sequence Detection System™. A reacéo foi realizada em 40
ciclos de 15 segundos a 94°C e 1 minuto a 60°C, de acordo com o manual do fabricante
ABI PRISM 7500. A determinagdo da intensidade de fluorescéncia na reagao foi feita pelo
cilculo do ARn (ARn=Rn" - Rn’), onde Rn" = intensidade de emissdo do SYBR-Green /
intensidade de emissdo do ROX em um dado momento da reacdo, e Rn" = intensidade de
emissio do SYBR-Green / intensidade de emissio do ROX, antes da amplificagao. O
composto ROX € utilizado como controle interno passivo, pois a fluorescéncia que emite
tem intensidade constante durante toda a reacao, enquanto que a fluorescéncia emitida pelo
SYBR-Green aumenta 2 medida que este se liga nas duplas fitas de DNA. Durante os
ciclos iniciais da reacio, nio h4 actimulo de produtos de amplificagdo e os valores de ARn
permanecem na linha de base (fluorescéncia do ROX > SUBR-Green). Na fase logaritmica
da reagdio ocorre acimulo dos produtos de amplificagdo e a ARn ultrapassa a linha de base.
Para a quantificacao relativa, foi estabelecido um valor de ARn, que € uma linha de corte
(Threshold) para cada curva de amplificacio de um dado par de primers. O nimero do
ciclo em que a ARn cruza o threshold corresponde ao Ct (cycle threshold) da amostra. O
valor de Ct ¢ preditivo da quantidade de mRNA alvo presente na amostra. O cédlculo da
. quantificacao relativa foi feito pela equagdo de 2748¢ onde ACt = Ct gene alvo — Ct gente

referéncia, e AACt = ACt amostra — ACt controle.

A especificidade dos primers foi avaliada pela curva de dissociagdo. Para isso, apds
a reagao, a placa foi submetida a um segundo programa: 95°C por 1 minuto, 60°C por 1
minuto € 95°C por 1| minuto. A curva de dissociagdo consiste na monitorizacio da
fluorescéncia das amostras em relacdo ao aumento de temperatura. A fluorescéncia das
amostras decresce com o aumento da temperatura, pois a medida que as pontes de
hidrogénio, que mantém as duplas fitas unidas se rompem (devido ao aumento de
temperatura), o SYBR-Green € liberado. A fluorescéncia é emitida somente quando o
DNA esta em dupla fita. Assim, quando € observado apenas um pico de fluorescéncia em
uma dada temperatura significa que houve amplificagao de um produto especifico. Esta
temperatura € a temperatura de anelamento ou melting point (Tm) do produto de
amplificacao (umplicon). A Tabela 1 mostra a seqliéncia de e as caracteristicas dos primers

utilizados.
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- -AACE . - n s S . ea .
Na cquacao 2 para o calculo da expressao génica inferc-se que a cficiéncia de

amplificagio do gene alvo ¢ do gene de referéncia € igual a 2, ou seja, 100%. Para o

calculo da cficiéneia foi utilizada a equagio E = 10'

-1/slope)

, onde E corresponde a eficiéncia

¢ slope corresponde ao cocficiente de angulacdo da curva. Para cada genc estudado foi

realizada uma reagiao com diluigoes seriadas de amostra de ¢cDNA (1/5 a 1/1250) ¢ o

primer de interesse.

Tabela 1 Descrigao ¢ identificacao dos genes estudados, sequéncia dos primers utilizados

¢ caracleristicas do produto de amplificagao.

] Identificaciao Tm Tamanho
Primers | Gene Bank Seqiiéncia amplicon | amplicon
o i O (pb)
GAPDH X0223] STCTGACATGCCGCCCTGGAG 82 101
3 TCAGTGTAGCCCAGGATGCC
IFN-vy M28621 STGAAGCTCACCAAGATTCCGGTAA 78 91
STTTTCGTGACAGGTGAGGCAT
11.-10 AF046210 STAGACGCCTTTCTCTTGGAGCTTAT 77 102
3'GGCAACTGCAGCGCTGTC
‘/HV STGCTACCACGCCAACTTCTGTC
AF046214 JTGTTGGTAGAGGGCAAGG 57.3 21
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7.10 ANALISE HISTOPATOLOGICA

As orelhas dos hamsters foram retiradas e fixadas em solugdo formol a 10%. Apds
serem processadas e hidratadas, estas foram embebidas em parafina e cortadas (Spm) em
micrétomo. As sec¢Oes foram coradas com hematoxilina e eosina para andlise

histopatoldgica, com o perfil celular como parametro de avaliagio.

7.11 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada no programa GraphPad-Prism 4.0 (GraphPad
Software, USA). A comparagao entre os grupos imunizados e ndo imunizados foi realizada
através do teste ndo-paramétrico Mann-Whitney. Naquelas condi¢es em que foram
avaliadas as dreas sob as curvas, estes valores foram calculados de acordo com a férmula
AX (Y1+Y2)/2 e posteriormente os imunizados foram comparados com os nao-imunizados

pelo mesmo teste estatistico.
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8 RESULTADOS

8.1 AVALIACAO DA RESPOSTA DE HIPERSENSIBILIDADE TARDIA

Dados da literatura tém demonstrado que a reagdo de hipersensibilidade induzida
por proteinas salivares pode ser uma indicagdo de protegdo contra um posterior desafio
constituido de parasita na presenca da saliva (VALENZUELA et al, 2001; GOMES et
al, 2002). Para avaliar a possibilidade de prote¢do cruzada entre salivas de diferentes
vetores, o desenvolvimento da Resposta de Hipersensibilidade Tardia (DTH) foi
analisado. Os hamsters foram imunizados com SGS equivalente a 0,5 pares de L.
longipalpis por trés vezes com intervalo de 15 dias € os animais controles foram
injetados da mesma forma com solugfo salina. Quinze dias apds a Gltima imunizagdo,
os animais foram desafiados com SGS equivalente a 0,5 pares de L. longipalpis ou 1 par
de SGS de L. intermedia, com o objetivo de adquirir equivaléncia protéica entre as
salivas de L. longipalpis e L. intemedia. Quarenta e oito horas apds o desafio, os
animais foram sacrificados, as orelhas nas quais foram realizados os desafios foram
removidas ¢ submetidas a analise histopatologica. Como mostrado na Figura I, ocorreu
uma forte reagdo de DTH induzida pela imunizagdo com a saliva de L. longipalpis
(Fig.1). A regido da orelha desafiada apresenta um intenso infiltrado inflamatério com
predominancia de células mononucleares (B-E). A reagdo apresenta maior intensidade
quando o desafio também € feito com a saliva do mesmo vetor, sugerindo especificidade
na reagdo (B-C), embora, os animais desafiados com SGS de L. intermedia também
desenvolvam DTH (E-F). A analise histologica das orelhas dos animais desafiados com
SGS de L. intermedia demonstra uma maior freqiiéncia de células com morfologia
compativel a de mastocitos (F), que ndo foi observada nos animais desafiados com SGS

de L. longipalpis.
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Figura 1 Avaliagdo do DTH em cortes
histolégicos das orelhas de hamster. Os
animais foram imunizados ou n@o por 3
vezes com SGS de L. longipalpis
equivalente a 0,5 pares por via
intradérmica na orelha com intervalo de
15 dias. O desafio foi realizado 15 dias
apés a ultima imunizagdo na orelha
contralateral com SGS de L. longipalpis
(0,5 pares) ou de L. intermedia (1 par).
Animais ndo-imunizados (A e D, em
aumento de 100x), imunizados e
desafiados com SGS de L. longipalpis
(B e C, aumentado 100x) ou de L.
intermedia (E e F, aumentado 400x).
Fotos representativas de 6
animais/grupo. Setas indicando
presenga de mastécitos.
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8.2 PRODUCAO DE ANTICORPOS CONTRA SALIVA

Verificou-se a produgdo de anticorpos produzidos em resposta a imunizagéo pelo
método de ELISA. Os resultados obtidos a partir da leitura da densidade Otica mostram que
os animais imunizados com SGS produzem cerca de oito vezes mais anticorpos em relagéo
aos animais controles injetados com solugdo salina (Fig. 2). Estes dados confirmam o
potencial imunogénico das proteinas salivares de L. longipalpis, cuja utilizagdo pode

favorecer o hospedeiro numa exposi¢do posterior ao parasita na presenga da saliva.

IgGtotal anti-saliva
1.5 1 sias
[
104
a £
o =) -
0.5 [
—.—
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0.0 LRI,
Salina SGS

Figura 2 Produgdo dc anticorpos séricos rcagentes a saliva por ELISA em hamsters imunizados por via
intradérmica trés vezes na orelha com SGS de L. longipalpis equivalente 4 0,5 pares ou tratados do mesmo
modo com solugdo salina com intervalo de 15 dias entre cada imunizagdo. Dosagem realizada no 15° dia apos
a ultima imunizagdo (n=10 em cada grupo). ***p < 0,001 (teste ndo-paramétrico Mann-Whitney).
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8.3 AVALIACAO DA INFECCAO POR L. braziliensis EM HAMSTER

Com o objetivo de avaliar o desenvolvimento da infecgdo causada por L.
braziliensis em hamsters, 0s animais foram imunizados ou ndo com SGS de L. longipalpis
na orelha esquerda e, em seguida, infectados por via intradérmica na orelha direita com 10°
formas promastigotas, obtidas na fase estacionaria da cultura, na presenca da saliva de L.
longipalpis (Fig. 3 A) ou L. intermedia (Fig. 3 B). A espessura da lesdo foi avaliada
semanalmente. O aparecimento da lesdo pode ser observado logo na segunda semana pos-
desafio (Fig. 3) e estes animais ndo apresentam cura espontdnea até 12 semanas apos o
desafio. Estes dados demonstram o modelo de alta susceptibilidade dos hamsters a L.
braziliensis. A imunizagdo, entretanto, nio induziu diminuigdo no tamanho da lesdo na
infec¢do por L. braziliensis na presenga da saliva dos diferentes vetores. Para avaliar
estatisticamente se o curso da infec¢do havia sido alterado pela imunizagdo, foi feito o
calculo da area sobre a curva de cada animal e, em seguida, a analise estatistica através do
teste t ndo-paramétrico Mann-Whitney, utilizando a média destes valores (Fig. 3 D). Esta
analise confirma que ndo ha diferenga entre os tamanhos de lesdo dos animais imunizados

e dos ndo-imunizados, independente da saliva de vetor utilizada no desafio dos animais.
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Figura 3 Desenvolvimento da lesdo em hamsters imunizados na orelha esquerda ou ndio com SGS de L. longipalpis equivalente a 0,5 pares com intervalo de 15 dias e
desafiados na orelha direita com 10° formas promastigotas de L. braziliensis na presenga da saliva de diferentes vetores. A: Animais desafiados com L. braziliensis na
presenga da saliva de L. longipalpis equivalente a 0,5 pares, tratados com salina (circulo) ou imunizados com SGS (tridngulo invertido). B: Animais desafiados com L.
braziliensis na presenga da saliva de L. intermedia (equivalente a 1 par), tratados com salina (losango) ou imunizados com SGS de L. longipalpis (quadrado vazio). C:
Calculo da 4rea sobre a curva de todos os grupos (n=11-12 animais/grupo). p > 0,5 (teste ndo—paramétrico Mann—Whitney).



43

8.4 AVALIACAO DA CARGA PARASITARIA DURANTE A INFECCAO

Ap6s avaliagdo da infecg@o em hamster, foram definidos os tempos de sacrificio
destes animais. De acordo com os resultados do desenvolvimento da lesdo, 3, 5 ¢ 8
semanas pos-desafio foram os pontos de anélise detalhada da resposta imune, bem como da

carga parasitaria dos animais.

A influéncia da resposta imune induzida pela imunizagdo com a saliva de L.
longipalpis no controle da infec¢@o por L. braziliensis foi avaliada pela carga parasitaria
das orelhas desafiadas e os respectivos linfonodos drenantes. A quantificagdo de parasitas

foi feita pelo método de dilui¢do limitante com estimativa posterior pelo programa ELIDA.

Os resultados mostram uma redugio, ao longo da infecgdo, na quantidade de
parasitas na orelha dos animais imunizados (Fig. 4). No entanto, a anlise estatistica feita
considerando os valores da area sobre a curva de cada animal demonstra que esta diferenca
¢ estatisticamente significante apenas entre os grupos desafiados na presenga da saliva de
L. intermedia (Fig. 4 C). Estes dados sugerem a possibilidade de reagdo cruzada entre
anticorpos produzidos contra a saliva de L. longipalpis e os antigenos salivares de L.

intermedia.

Embora ndo tenha sido detectada diferenga estatistica entre os grupos desafiados
na presenga da saliva de L. longipalpis, ha tendéncia de redugdo na carga parasitaria dos
animais imunizados. Um provavel fator que influenciou este resultado foi o alto desvio
padrdo observado neste grupo (Fig. 4 A). No entanto, esta auséncia de diferenga ndo

invalida o potencial efeito protetor da imunizagdo com a saliva de L. longipalpis.
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Figura 4 Avaliagdo da carga parasitiria na orelha de hamsters imunizados ou ndo 3 vezes com intervalo de
15 dias com SGS dc L. longipalpis equivalente a 0,5 pares, 3, 5 e 8 semanas apds o desafiao na orelha
contralateral com 10° formas promastigotas de L. braziliensis na presenga da saliva de diferentes vetores pelo
método dec Diluigdo Limitante. A: Animais desafiados com L. braziliensis na presenga da saliva de L.
longipalpis, tratados com salina (circulo) cu imunizados com SGS (tridngulo invertido). B: Animais
desafiados com /. braziliensis na presenga da saliva de L. intermedia equivalente a 1 par, tratados com salina
(losango) ou imunizados com SGS de L. longipalpis (quadrado vazio). C: Calculo da area sobre a curva de
todos os grupos (n=6-9 animais/grupo). *p < 0,05 (teste ndo-paramétrico Mann-W hitney).
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A carga parasitaria no linfonodo drenante da lesdo também foi avaliada ao longo da
infecgdo (Fig. 5). Os resultados mostram que, apesar da quantidade de parasitas continuar
aumentando até a oitava semana em todos os grupos, a carga parasitdria dos animais
imunizados ¢ significativamente menor (Fig. 5 A ¢ B). Entre os grupos de animais
desafiados na presenga da saliva de L. logipalpis, pode-se observar uma diferenga de
aproximadamente dez vezes na quantidade de parasitas nos linfonodos drenantes na
terceira semana poOs-infecgdo entre os animais imunizados € ndo imunizados. Esta
diferenga é mantida na quinta semana e aumenta para cerca de cem vezes na oitava semana
(Fig. 5 A). Entretanto, nos animais desafiados na presenca da saliva de L. intermedia,
observa-se uma cinética diferente na persisténcia da L. braziliensis nos linfonodos
drenantes destes animais (Fig. 5 B). Inicialmente, ndo hd diferenca na quantidade de
parasitas na terceira semana apés a infec¢do. No entanto, na quinta semana, estes valores
aumentam cerca de cem vezes nos animais ndo imunizados, enquanto se mantém
praticamente inalterados nos animais imunizados. A diferenga entre os grupos se mantém

em cerca de dez vezes na oitava semana (Fig. 5 B).

A andlise estatistica feita através da comparagdo entre a area sobre a curva de cada
animal mostra que esta redugdo ¢ estatisticamente significante (Fig. 5 C). Estes dados
confirmam o potencial protetor contra a infec¢do por L. braziliensis conferido pela

imunizagdo com SGS de L. logipalpis.
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Figura 5 Avaliagio da carga parasitaria no linfonodo drenante de hamsters imunizados ou ndo 3 vezes com
intervalo de 15 dias com SGS de 1. longipalpis equivalcnte a 0,5 pares, 3, 5 e 8 semanas apds o desafiao na
orelha contralateral com 10° formas promastigotas de L. braziliensis na presenga da saliva de diferentes
vetores pelo método de Diluigdo Limitante. A: Animais desafiados com L. braziliensis na presenga da saliva
de I. longipalpis, tratados com salina (circulo) ou imunizados com SGS (tridngulo invertido). B: Animais
desafiados com /.. braziliensis na presenga da saliva de L. intermedia equivaiente a | par, tratados com salina
(losango) ou imunizados com SGS de L. longipalpis (quadrado vazio).C: Calculo da area sobre a curva de
todos os grupos (n=8-10 animais/grupo). *p<0,05; **p<0,01 (testec ndo-paramétrico Mann Whitney).
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8.5 PRODUCAO DE ANTICORPOS ANTI-SALIVA DURANTE A INFECCAO

A produgdo de anticorpos anti-saliva foi avaliada por ELISA nos pontos de andlise
ao longo da infecg¢do. Apos o sacrificio dos animais, o soro foi coletado. Os resultados
mostram que os animais imunizados com SGS de L. longipalpis produzem anticorpos
contra a saliva até 5 semanas ap6s o Gltimo refor¢o recebido no momento do desafio (Fig.
6 A). A concentragiio de anticorpos demonstrada pelos valores da densidade dptica ¢ bem
maior nos animais imunizados e desafiados na presenga da mesma saliva, o que ndo €
observado nos animais desafiados na presenga do SGS de L. intermedia (Fig. 6 B). Estes
dados sugerem especificidade na reagdo. No entanto, os animais imunizados ¢ desafiados
com L. braziliensis e saliva de L. intermedia produzem anticorpos contra a saliva de L.
longipalpis até a quinta semana apds o desafio, sugerindo a possibilidade de reagdo

cruzada entre as diferentes salivas.

A avaliagdo estatistica destes dados mostra que o aumento nas concentragbes de
anticorpos contra a saliva de L. longipalpis nos animais dos grupos imunizados ¢
significante, como demonstrado pela densidade optica, independente do desafio que estes

animais receberam (Fig. 6 C).
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Figura 6 Produgio dc anticorpos cspecificos contra saliva de L. [ongipalpis no soro de hamsters imunizados
ou ndo com SGS de L. longipalpis equivalente a 0,5 pares por 3 vezes com intervalo de 15 dias, 3, 5 e 8
semanas apos o desafio com 10° formas promastigotas de L. braziliensis na presenca da saliva de diferentes
vetores avaliada por ELISA. A: Animais desafiados com L. braziliensis na presenga da saliva de L.
longipalpis, tratados com salina (circulo) ou imunizados com SGS (tridngulo invertido). B: Animais
desafiados com L. braziliensis na presenca da saliva de L. intermedia equivalente a 1 par, tratados com salina
(losango) ou imunizados com SGS de L. longipalpis (quadrado vazio). C: Calculo da area sobre a curva de
todos os grupos (n=11-12 animais/grupo). *p < 0,05 (teste ndio-paramétrico Mann-Whitney).



49

8.6 PRODUCAO DE ANTICORPOS ANTI-Leishmania DURANTE A INFECCAO

Utilizando as mesmas amostras de soro, foi avaliada também a produgdo de

anticorpos contra Leishmania durante a infecc¢do (Fig. 7).

Comparando os dados dos animais imunizados entre si, independente do desafio
que receberam, observa-se que a cinética da produgdo, bem como a concentragdo, de
anticorpos contra a Leishmania é muito similar (Fig. 7 A e B). Da mesma forma, had uma
grande similaridade na cinética e na concentragio de anticorpos produzidos pelos animais
ndo imunizados, quando comparados entre si. No entanto, fazendo uma comparagdo entre
os grupos desafiados na presenca da mesma saliva, os animais imunizados produzem
menos anticorpos contra a Leishmania ao longo de toda infecgdo (Fig. 7). As
concentragdes de anticorpos nos animais ndo imunizados sdo, em média, o dobro daquelas
dos animais imunizados, independente do desafio que receberam (Fig. 7 A e B). Estas
analises evidenciam o potencial protetor conferido pela imunizagdo com a saliva de L.
longipalpis contra a Leishmania, independente da saliva presente no momento do desafio

por conta da sua alta imunogenicidade.

Da mesma forma, foi feita a avaliagdo estatistica destes dados pela comparagdo
entre os valores das areas sobre as curvas de cada animal dos grupos imunizados e ndo
imunizados. Esta analise mostra que a redu¢do na producdo de anticorpos pelos animais
imunizados ¢ estatisticamente significante quando comparada com os ndo imunizados (Fig.
7 C).
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Figura 7 Produgfio de anticorpos especificos contra Leishmania no soro de hamsters imunizados na oreiha
esquerda ou ndo com SGS de L. longipalpis equivalente a 0,5 pares por 3 vezes com intervalo de 15 dias, 3, 5
¢ 8 semanas apos o desafio com 10° formas promastigotas de L. braziliensis na presenga da saliva de
diferentes vetores avaliada por ELISA. A: Animais desafiados com [. braziliensis na presenga da saliva de L.
longipalpis, tratados com salina (circulo) ou imunizados com SGS (tridngulo invertido). B: Animais
desafiados com L. braziliensis na presenga da saliva de L. intermedia equivalente a 1 par, tratados com salina
(losango) ou imunizados com SGS de L. longipalpis (quadrado vazio). C: Calculo da area sobre a curva de
todos os grupos (n=11-12 animais/grupo). **p < 0,01 ¢ *p < 0,05 (teste ndo paramétrico Mann-Whitney).
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8.7 PRODUCAO DE CITOCINAS NO LINFONODO DRENANTE

Na tentativa de identificar o padrdo da resposta imune dos hamsters, a produgdo de
citocinas foi avaliada por PCR em tempo real nas células extraidas do linfonodo drenante
ao longo da infecgdo por L. braziliensis na presenca da saliva de diferentes vetores (Fig. 8

~10).

Dentre as citocinas avaliadas, o IFN-y teve os niveis de expressdo mais elevados
(Fig. 8). Desde a terceira semana, a média de expressdo entre todos os grupos foi cerca de
vinte vezes (Fig. 8 A), com pico de expressdo em cerca de quarenta vezes na quinta
semana (Fig. 8 B). Na oitava semana, os niveis de expressdo reduziram para niveis
similares aos da terceira semana (Fig. 8 A e C). Apesar da tendéncia de aumento na
expressdo de IFN-y nos animais imunizados, as cinéticas de expressdo, bem como as
quantidades relativas, foram similares entre os grupos imunizados, nio imunizados €
desafiados na presenga da saliva de L. longipalpis. Dessa forma, a analise estatistica entre
estes ndo revelou diferenga significativa nos pontos analisados ao longo da infecgdo. No
entanto, os niveis de expressdo de IFN-y pelos animais imunizados e desafiados na
presenga da saliva de L. intermedia sdo estatisticamente maiores, na terceira semana, do
que aqueles ndo imunizados (Fig. 8 A). Em momentos mais tardios da infecgdo, esta
tendéncia ¢ mantida, embora ndo haja diferenga significante entre os grupos imunizados e

ndo imunizados (Fig. 8 B e C).

Estes resultados sugerem que um dos possiveis mecanismos envolvidos na prote¢do
parcial contra L. braziliensis na presencga da saliva de L. intermedia em hamsters ¢ mediado
por esse aumento inicial nos niveis de expressdo de IFN-y. Além disso, a resposta
inespecifica gerada pela imunizagdo, uma vez que o mesmo nio foi observado nos grupos

de animais desafiados na presenga da saliva de L. longipalpis.
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Figura 8 Avaliagdo dos niveis de expressdo de IFN-y por PCR em tempo real no linfonodo drenante de
hamsters imunizados por via intradérmica na orctha esquerda ou ndo com SGS de L. longipalpis equivalente
a 0,5 pares por 3 vezes com intervalo de 15 dias. Os animais foram desafiados com 10° formas promastigotas
de /. braziliensis por via intradérmica na orclha contralateral na presenga saliva de diferentes vetores.
Animais desafiados na presenga da saliva de L. longipalpis (barras brancas) imunizados (+) ou ndo (-).
Animais desafiados na presenga da saliva de L. intermedia (barras listradas) imunizados (+) ou ndo (-). A: 3
semanas apds a infccgdo. B: 5 semanas apds a infecgdo. C: 8 scmanas apds a infecgdo. (n=8-10
animais/grupo). *p<0,05 (teste ndo paramétrico Mann-Whitney).
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Também os niveis de expressido de 1L-10 foram avaliados através da mesma

metodologia (Fig. 9).

Os resultados mostram que a quantidade relativa de expressdo de IL-10 € baixa
na terceira semana, porém estatisticamente diferente entre os animais imunizados, ndo
imunizados e desafiados na presenca da saliva de L. longipaipis (Fig. 9 A). Os primeiros
expressam niveis significativamente menores desta citocina, enquanto ndo ha diferenca
estatistica entre os grupos desafiados na presenca da saliva de L. intermedia neste ponto
(Fig. 9 A). Estes valores se mantém praticamente inalterados até a quinta semana, apesar
de ndo haver diferenga estatistica entre os animais imunizados, ndo imunizados e
desafiados na presenga da saliva de L. longipalpis (Fig. 9 B). Neste ponto, entretanto, ha
diferenga estatisticamente significante entre os grupos imunizados, ndo imunizados €
desafiados na presenga da saliva de L. intermedia, onde os primeiros expressam niveis
menores de 1L-10 (Fig. 9 B). Na oitava semana pos-infecgdo, a diferenga estatistica entre
os grupos desafiados na presenca da saliva de L. longipalpis volta a aparecer por conta do
aumento na expressdo de IL-10 pelos animais ndo imunizados, enquanto ndo ha diferenga

entre os grupos desafiados na presenca da saliva de L. intermedia (Fig. 9 C).

Os niveis de expressdo de IL-10 observados sugerem que esta via tem um
papel importante na protecdo parcial contra a infec¢do por L. braziliensis. Porém, as
cinéticas observadas entre os grupos desafiados na presenca da saliva de L. longipalpis ou

L. intermedia, sugerem que esta via parece atuar em momentos diferentes da infecgéo.
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Figura 9 Avalia¢ao dos niveis de expressdo de IL-10 por PCR em tempo real no linfonodo drenante de
hamsters imunizados por via intradérmica na orelha esquerda ou ndo com SGS de L. longipalpis equivalente
20,5 pares por 3 vezes com intervalo de 15 dias. Os animais foram desafiados com 10° formas promastigotas
de L. braziliensis por via intradérmica na orelha contralateral na presenga saliva de diferentes vetores.

Animais desafiados na presenca da saliva de [. [ongipalpis (barras brancas) imunizados (+) ou ndo (-).
Animais desafiados na presenga da saliva de L. intermedia (barras listradas) imunizados (+) ou ndo (-). A: 3
semanas apOs a infec¢do. B: 5 semanas apds a infecgdo. C: 8 semanas apds a infecgdo. (n=6-10
animais/grupo). **¥p<0,01 e *p<0,05 (teste ndo paramétrico Mann-Whitncy).
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Da mesma forma, foram avaliados os niveis de expressdo de TGF-B no linfonodo

drenante dos hamsters.

Os valores das quantificagbes relativas mostram que houve pouca alteragdo nos
niveis de expressdo desta citocina entre os animais submetidos & experimentagdo € 0s
normais naive (Fig. 10). Porém existe diferenga nas quantidades de expressdo TGF-B entre

0s animais imunizados e ndo imunizados.

Desde a terceira semana apos a infec¢do os niveis de expressio do TGF-B sdo
estatisticamente menores nos animais imunizados (cerca da metade dos valores expressos
pelos animais ndo imunizados), independente da saliva presente no momento do desafio
(Fig. 10 A). Estes valores se mantém praticamente inalterados até a quinta semana pos-
infecgdo, onde, também, os animais ndo imunizados e desafiados tanto na presenga da
saliva de L. longipalpis, de L. intermedia, expressam niveis estatisticamente maiores desta

citocina (Fig. 10 B).

No entanto, na oitava semana ap6s a infecgdo, os niveis de expressdo do TGF-f
caem ligeiramente nos grupos de animais desafiados na presenga da saliva de L.
longipalpis, imunizados ou ndo (Fig. 10 C). Neste ponto, portanto, ndo € observada
diferenga estatistica entre estes grupos, porém a tendéncia de redugdo na expressdo desta

citocina pelos animais imunizados é mantida.

Em contrapartida, os animais ndo imunizados e desafiados na presenca da saliva de
L. intermedia tém seus niveis de expressdo do TGF- aumentados na oitava semana,
enquanto aqueles animais imunizados apresentam redug¢do (Fig. 10 C). Dessa forma, a
diferenga estatistica ¢ mantida entre os grupos imunizados e ndo imunizados, desafiados na

presenga da saliva de L. intermedia neste ponto.

Estes dados sugerem que o papel do TGF-f atua de modo similar entre os animais
desafiados na presenga de diferentes salivas na protegdo parcial contra a infecgdo por L.

braziliensis.
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Figura 10 Avaliagio dos nivcis de expressdo de TGF-f por PCR em tempo real no linfonodo drenante de
hamsters imunizados por via intradérmica na orclha esquerda ou ndo com SGS de L. longipalpis equivalente
a 0,5 pares por 3 vezes com intervalo de 15 dias. Os animais foram desafiados com 10° formas promastigotas
de 1. braziliensis por via intradérmica na orelha contralateral na presenca saliva de diferentes vetores.
Animais desafiados na presenca da saliva de L. longipalpis (barras brancas) imunizados (+) ou ndo (-).
Animais desafiados na presenga da saliva de L. intermedia (barras listradas) imunizados (+) ou ndo (-). A: 3

semanas apos a infec¢do. B: 5 semanas apos a infecgdo. C: 8 semanas apés a infecgdo. (n=7-10
animais/grupo). **¥p<0,01 e *p<0,05 (teste ndo paramétrico Mann-Whitney).
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8.8 AVALIACAO DA INFECCAO POR L. braziliensis EM HAMSTER

Com objetivo de avaliar a especificidade da reagdo entre a imunizagéo com a saliva
de L. longipalpis e a saliva utilizada no desafio, os experimentos foram repetidos

utilizando apenas L. braziliensis no desafio.

O desenvolvimento da infecgdo causada por L. braziliensis em hamsters foi
avaliado em animais imunizados ou ndo com SGS de L. longipalpis na orelha esquerda e,
em seguida, infectados por via intradérmica na orelha direita com 10° formas
promastigotas. A espessura da lesdo foi avaliada semanalmente. De modo similar aos
demais grupos, o aparecimento da lesdo comega a ser percebido logo na segunda semana
pos-desafio (Fig. 11 A) e estes animais ndo apresentam cura espontdnea até 12 semanas
ap6s o desafio. A imunizagdo também ndo induziu diminuigdo no tamanho da lesdo na

infecgd@o por L. braziliensis.

A analise estatistica destes dados também foi feita pela comparag@o entre as areas
sobre as curvas dos animais. Os resultados confirmam que ndo hé diferenga significante

entre os tamanhos de lesdo dos animais imunizados e dos ndo-imunizados (Fig. 11 B).
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Figura 11 Desenvolvimento da lesdo em hamsters imunizados na orelha esquerda ou ndo com SGS de L.
longipalpis equivalente a 0,5 pares por 3 vezes com intervalo de 15 dias e desafiados na orelha direita com
10° formas promastigotas de L. braziliensis. A: Animais desafiados com L. braziliensis, tratados com salina
(quadrado) ou imunizados com SGS (tridngulo). B: Célculo da 4rea sobre a curva de todos os grupos (n=11-
12 animais/grupo). p>0,5 (teste ndo-paramétrico Mann-Whitney).
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8.9 AVALIACAO DA CARGA PARASITARIA DURANTE A INFECCAO

Com o objetivo de testar a especificidade da imunizagdo com a saliva de L.
longipapis, a carga parasitaria dos animais desafiados somente com L. braziliensis foi

avaliada pelo mesmo método, bem como nos mesmos pontos, dos demais grupos testados.

Os resultados mostram que desde a terceira semana ha uma diferenga entre os
animais imunizados e os ndo imunizados, nos quais os primeiros apresentam redugio na
carga parasitaria da orelha desafiada (Fig. 12 A). Esta diferenga se mantém e ¢ acentuada
até a oitava semana de infecgdo. Dessa forma, observa-se uma redugdo da carga parasitéria
nos animais imunizados durante a infecgdo, enquanto hd um aumento nos animais ndo
imunizados, confirmando o potencial protetor da imunizagdo com a saliva de L.

longipalpis.

A analise estatistica feita através da comparagdo entre os valores das areas sobre as
curvas de cada animal ao longo da infec¢do confirma que estas diferengas sdo significantes
(Fig. 12 B). Estes resultados sugerem que a protegdo conferida pela imunizagdo com a

saliva de L. longipalpis é inespecifica, uma vez que o desafio foi feito somente com L.

braziliensis.
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Figura 12 Avaliagdo da carga parasitiria em hamsters imunizados na orelha esquerda ou ndo com SGS de L.
longipalpis equivalente a 0,5 pares por 3 vezes com intervalo de 15 dias, 3, 5 ¢ 8 semanas apds o desafio na
orelha direita com 10° formas promastigotas de L. braziliensis pelo método de Diluigio Limitante. A:
Animais desafiados com L. braziliensis, tratados com salina (quadrado) ou imunizados com SGS (tridngulo).
B: Calculo da area sobre a curva de todos os grupos (n=6-9 animais/grupo). *p < 0,05 (teste ndo-paramétrico
Mann-Whitney).
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A carga parasitaria também foi avaliada no linfonodo drenante da lesdo na orelha

pelo mesmo método.

De modo similar a carga parasitaria da orelha, observa-se uma redugdo da carga
parasitaria nos linfonodos drenantes dos animais imunizados desde a terceira semana de
infec¢do (Fig. 13 A). Estes valores permanecem praticamente 0os mesmos na quinta
semana. No entanto, entre a quinta e a oitava semana, ha um aumento na carga parasitaria
em ambos grupos. Este aumento é mais acentuado nos animais imunizados, o que
aproxima os valores da carga parasitaria, tornando similar a quantidade de parasitas dos

animais imunizados e dos ndo imunizados (Fig. 13 A).

Novamente, a avaliagdo estatistica das areas sobre as curvas destes dados revelou
que estas diferengas observadas durante a infecgdo sdo significativas (Fig. 13 B). Mais uma
vez, estes resultados sugerem que a protegdo conferida pela imunizagdo com a saliva de L.
longipalpis é independente da presenga desta no momento do desafio. Esta resposta seria,

portanto, uma reagdo inespecifica gerada contra a saliva que favorece o controle do

parasita.
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Figura 13 Avaliagdo da carga parasitaria no linfonofo drenante de hamsters imunizados na orelha esquerda
ou ndo com SGS de L. longipalpis equivalente a 0,5 pares por 3 vezes com intervalo de 15 dias, 3, 5 ¢ 8
semanas ap6s o desafio na orelha direita com 10° formas promastigotas de L. braziliensis pelo método de
Diluigdo Limitante. A: Animais desafiados com L. braziliensis, tratados com salina (quadrado) ou
imunizados com SGS (tridngulo). B: Calculo da érea sobre a curva de todos os grupos (n=8-10
animais/grupo). *p < 0,05 (teste ndo-paramétrico Mann-Whitney).
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8.10 PRODUCAO DE ANTICORPOS ANTI-Leishmania DURANTE A INFECCAO

Utilizando as mesmas amostras de soro, foi avaliada também a produgdo de

anticorpos contra Leishmania durante a infecg¢do (Fig. 14).

Os resultados mostram que os animais imunizados com a saliva de L. longipalpis
produzem menos anticorpos contra a Leishmania ao longo de toda infecgdo (Fig. 14). As
concentragbes de anticorpos nos animais ndo imunizados sdo cerca de trés vezes maiores
daquelas produzidas pelos animais imunizados na terceira semana (Fig. 14 A). Esta
diferenga reduz um pouco na quinta semana, mas ainda assim, as concenira¢gdes de
anticorpos nos animais ndo imunizados é, em média, o dobro dos animais imunizados. Na

oitava semana, esta diferenga se mantém.

A analise estatistica comparativa entre as areas sobre as curvas entre os grupos de
animais imunizados e ndo imunizados mostra que as diferengas observadas ao longo da

infecgdo sdo significantes (Fig. 14 B).
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Figura 14 Niveis de anticorpos reagentes a Leishmania em soro dc hamsters imunizados na orelha esquerda
ou nao com SGS de . longipalpis equivalente a 0,5 pares por 3 vezes com intervalo de 15 dias, 3,5 ¢ 8
semanas apos o desafio na orelha dircita com 10° formas promastigotas de L. braziliensis pelo método de
ELISA. A: Animais desafiados com L. braziliensis, tratados com salina (quadrado) ou imunizados com SGS
(tridgngulo). B: Calculo da arca sobre a curva dc todos os grupos (n=11-12 animais/grupo). ¥**p < 0,01 (teste
ndo-paramétrico Mann-Whitney).
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8.11 PRODUCAO DE CITOCINAS NO LINFONODO DRENANTE

O padrio de expressio de citocinas foi avaliado por PCR em tempo real nas células
extraidas do linfonodo drenante dos animais imunizados ou nfo e desafiados somente com
L. braziliensis, com o objetivo de identificar o perfil da resposta imune nestes animais (Fig.

15-17).

De modo similar aos demais grupos, dentre as citocinas avaliadas, o IFN-y teve os
niveis de expressdo mais elevados (Fig. 15). Os niveis de expressdo nos animais néo
imunizados s3o, em média, cerca de trinta vezes em relagdo aos animais naive na terceira
(Fig. 15 A) e quinta (Fig. 15 B) semanas ap0s a infec¢do. Na oitava semana estes valores
caem para, em média, vinte vezes (Fig. 15 C). Com relagdio aos animais imunizados, os
niveis de expressdo desta citocina sdo maiores. Desde a terceira semana a média € de cerca
de setenta vezes (Fig. 15 A). A partir da quinta semana ha uma ligeira redugédo para cerca

de sessenta vezes (Fig. Fig. 15 B), que se mantem até a oitava semana (Fig. 15 C).

Apesar destas diferengas, ndo ha relevincia estatistica entre estes grupos ao longo
de todo o periodo da infec¢do avaliado, sugerindo que a prote¢do parcial contra L.
braziliensis conferida pela imuniza¢do com a saliva de L. longipalpis, ¢ mediada por outra

via que ndo a do IFN-y.
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Figura 15 Avalia¢@o dos niveis de expressdo de IFN-y por PCR em tempo real no linfonodo drenante de
hamsters imunizados (+) por via intradérmica na orclha esquerda ou ndo (-) com SGS de L. longipalpis
equivalente a 0,5 pares por 3 vezes com intervalo de 15 dias. Os animais foram desafiados com 10° formas
promastigotas d¢ [.. braziliensis por via intradérmica na orelha contralateral. A: 3 semanas ap6s a infec¢éo.
B: 5 semanas apds a infecgdo. C: 8 semanas apds a infecgdo. (n=8-10 animais/grupo). p > 0,05 (teste ndo-
paramétrico Mann-Whitney).
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Também os niveis de expressio de 1L-10 foram avaliados através da mesma

metodologia (Fig. 16).

Os resultados mostram que a quantidade relativa de expressdo de IL-10 € baixa
e se mantém praticamente inalterada durante os trés momentos avaliados da infecgfo (Fig.
16). Na terceira semana, a média de expressdo varia em torno de duas vezes em ambos os
grupos, porém os animais imunizados com SGS de L. longipalpis expressam niveis
estatisticamente menores de IL-10 em relagdo aos ndo imunizados (Fig. 16 A). Estes
valores sdo mantidos sem grandes alteragdes na quinta semana, apesar de ndo haver
diferenga estatistica entre os grupos imunizados ou ndo imunizados neste ponto (Fig. 16
B). Na oitava semana ap6s a infecg¢do, os niveis de expressdo desta citocina sofrem um
ligeiro aumento em ambos grupos, porém sem relevédncia estatistica neste ponto (Fig. 16
0).

Estes dados sugerem que o papel do IL-10 na prote¢do parcial contra a
infec¢do por L. braziliensis conferida pela imunizagdo com SGS de L. longipalpis se da

nos momentos iniciais da infeccio.
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Figura 16 Avaliagdo dos niveis de expressdo de [1.-10 por PCR em tempo real no linfonodo drenante de
hamsters imunizados (+) por via intradérmica na orclha esquerda ou nfio (-) com SGS de L. longipalpis
equivalente a 0,5 pares por 3 vezes com intervalo de 15 dias (n=6-10 animais/grupo). Os animais foram
desafiados com 10° formas promastigotas de /.. braziliensis por via intradérmica na orclha contralateral. A: 3
semanas apos a infecgdo. B: 5 semanas ap6s a infec¢do. C: 8 semanas apds a infec¢do. *p<0,05 (teste ndo
paramétrico Mann-Whitney).



65

Da mesma forma, foram avaliados os niveis de expressdo de TGF-$ no linfonodo

drenante dos hamsters desafiado somente com L. braziliensis (Fig. 17).

Os valores das quantificagdes relativas mostram que houve pouca alteragdo nos
niveis de expressio desta citocina entre os animais submetidos a experimentagio e os naive
normais (Fig. 17). Porém existe diferenga na cinética, bem como nas quantidades de

expressdo TGF-$ entre os animais imunizados e ndo imunizados.

Na terceira semana, os niveis de expressdo dos animais ndo imunizados sdo
similares aos animais normais nfo infectados, uma vez que a quantificagdo do primeiro ¢,
em média, uma vez em relagdo aos animais normais naive (Fig. 17 A). Com relagdo ao
grupo de animais imunizados, hd uma redugdo estatisticamente significante de 30% na
expressio de TGF-B na terceira semana quando comparados aos animais ndo imunizados

(Fig. 17 A).

Os niveis de expressdo desta citocina pelos animais imunizados permanecem
praticamente inalterados até a quinta semana, enquanto ha um ligeiro aumento naqueles
animais ndo imunizados. Este aumento na expressio do TGF-B pelos animais néo

imunizados mantém a relevancia estatistica desta diferenga neste ponto (Fig. 17 B).

Na oitava semana, ha uma diminui¢do nos niveis de expressdo dos animais
imunizados para cerca da metade do que ¢ observado nos animais normais no infectados.
Também ha uma redugdo de cerca de 25% nos niveis de expressdo dos animais ndo
imunizados em relagdo aos animais normais nio infectados neste ponto (Fig. 17 B). Dessa
forma, os valores de expressdo do TGF-§ se tornam similares neste ponto, ndo havendo

diferenca estatistica entre eles (Fig. 17 C).

Os resultados obtidos com a avaliagdo dos niveis de expressio do TGF-f em
hamsters infectados com L. braziliensis sugerem que o papel desta citocina na prote¢éo
parcial conferida pela imunizagdo com SGS de L. longipalpis ¢ relevante durante mais

tempo ao longo da infecgdo.
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Figura 17 Avaliagiio dos niveis de expressdo de TGF-f por PCR em tempo real no linfonodo drenante de
hamsters imunizados (+) por via intradérmica na oretha esquerda ou ndo (-) com SGS de L. longipalpis
cquivalente a 0,5 pares por 3 vezes com intervalo de 15 dias (n=7-10 animais/grupo). Os animais foram
desafiados com 10° formas promastigotas de /.. braziliensis por via intradérmica na orelha contralateral. A: 3
semanas ap6s a infecg@o. B: 5 semanas ap6s a infec¢@o. C: 8 semanas apoés a infecgdio. *p<0,05 (teste ndo
paramétrico Mann-Whitncy).
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7 DISCUSSAQ

O interesse no estudo sobre o papel da saliva de flebotomineos na transmissao da
Leishmania adquiriu atengio dos grupos de pesquisa desde o final do século passado.
Foi neste momento que Titus e Ribeiro demonstraram que o desafio de camundongos
com L. major na presenca da saliva de L. longipalpis resultava no aumento da lesao,
bem como na carga parasitdria (TITUS & RIBEIRO, 1988). Desde entdo, este achado
foi reafirmado em modelos com L. braziliensis (SAMUELSON et al, 1991), com L.
amazonensis ¢ diferentes concentragoes de saliva (THEODOS et al, 1991), também
com diferentes doses de L. braziliensis (LIMA & TITUS, 1996), além do modelo com
L. major e saliva de Phlebotomus papatasi (BELKAID et al, 1998). Dentro deste
contexto, surgiu a hipétese de que a pré-exposi¢do a saliva induziria a produgdo de
anticorpos especificos capazes de neutralizar o efeito exacerbador da saliva no momento
do desafio com Leishmania. Resultados positivos foram obtidos desta hipétese testada
num modelo que mimetiza melhor a biologia da transmissao natural, onde a pré-
exposicao a saliva praticamente anulou o efeito exacerbador da saliva (BELKAID et al,

1998).

Nossos resultados confirmam que a pré-exposicao a saliva induz forte DTH (Fig.
1), bem como a produgdo de altos titulos de anticorpos contra a saliva (Fig. 2) em
hamsters. O potencial de neutralizagio da pré-exposicdo a saliva nao foi observado no
tamanho da lesdo desenvolvida pelos animais, uma vez que nio houve diferenca
estatistica entre os grupos de animais imunizados ou ndo (Fig. 3 e 11). Resultados
similares foram obtidos por Oliveira e colaboradores, em 2004, onde diferentes cepas de
L. braziliensis levam a diferentes desfechos da infeccdo (OLIVEIRA et al, 2004). Os
autores relatam nao haver relagio entre o tamanho da lesdo e a carga parasitéria,
provavelmente devido ao intenso infiltrado inflamatério gerado em resposta & infeccao.
O perfil de células observadas muda, mas persiste ao longo da infecgdo, com
predominancia de granulécitos e linfécitos nos momentos inicias, com Substitui¢ao
destes por macréfagos e linfécitos mais tardiamente (OLIVEIRA er al, 2004). No
entanto, foi observada redugdo na carga parasitaria nas orelhas (Fig. 4 ¢ 12) bem como
nos linfonodos drenantes (Fig. 5 e 13) dos hamsters imunizados. Além disso, os animais
imunizados apresentam maiores concentragdes de anticorpos circulantes contra a saliva

(Fig. 6) e menores concentragdes de anticorpos contra Leishmania (Fig. 7 ¢ 14). Com
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relacio a expressdo de citocinas, nossos dados mostram que os hamsters expressam
altos niveis de IFN-y no linfonodo drenante da lesdo, apesar de nao haver diferenca
entre os animais imunizados e os ndo imunizados (Fig. 8 e 15). Os niveis de expressao
de IL-10 (Fig. 9 e 16) sido menores e parece ser uma via envolvida na prote¢ao dos
animais imunizados e desafiados na presenga da saliva de L. intermedia (Fig. 9 B ¢ C).
Além disso, os niveis de expressio do TGF-f sdo similares aos de um hamster sadio
(Fig. 10 ¢ 17), porém observa-se uma redugio significativa nos animais imunizados e
desafiados somente com L. braziliensis (Fig. 17 A e B), bem como na presenga das

salivas de L. longipalpis ou L. intermedia (Fig. 10).

O pioneiro dos estudos sobre a resposta do hospedeiro a exposigao a saliva de
flebotomineos utilizou SGS de Phlebotomus papatasi para demonstrar que a pré-
sensibilizagdo de camundongos com SGS e posterior desafio induzia forte DTH,
caracterizado pela predominancia de células mononucleares. Este intenso infiltrado
inflamatério era visivel com 18 horas apds o desafio, tinha maior intensidade com 48
horas, mas se mantinha significativamente maior até 5 dias (BELKAID er al, 2000).
Utilizando modelo experimental com hamster, este estudo € o primeiro a descrever este
fendmeno. Nossos resultados sao similares, uma vez que a houve predominincia de
células mononucleares no forte infiltrado inflamatério formado em resposta ao desafio
com saliva de L. longipalpis (Fig. 1 B). Na tentativa de avaliar a possibilidade de
protecao cruzada entre saliva de diferentes vetores, o fato da maior presenca de
mastocitos nas orelhas dos hamsters desafiados com saliva de L. infermedia chama a
aten¢ao (Fig. 1 E). A presenca de mastécitos nos momentos iniciais da infeccao €
crucial para o controle da doenga causada por L. major (MAURER et al, 2006). De
acordo com as observagoes das ldminas, a presenca da saliva de L. infermedia posterior
a imunizacdo com saliva de L. longipalpis induz um maior recrutamento de mastécitos
para o local do desafio. Nao existem relatos na literatura sobre os efeitos da saliva de L.
intermedia em mastdcitos, porém ja se conhece o potencial em ativar estas células com
diferentes espécies de Leishmania (BIDRI et al, 1997; DE OLIVEIRA et al, 2005;
MAURER et al, 2006). Dessa forma, a presenca de mastécitos nos momentos iniciais
da infeccdo seria favoravel ao hospedeiro, uma vez que contribuiria para a resolucdo da
doenca, além de sugerir a possibilidade de protecdo cruzada. Além do intenso infiltrado

inflamatdrio, camundongos expostos a saliva de L. /longipalpis produzem anticorpos
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especificos quando desafiados posteriormente com a saliva (SILVA er al, 2005). Nossos
resultados foram muito similares, uma vez que os hamsters imunizados produziram

altos titulos de anticorpos especificos contra a saliva de L. longipalpis (Fig. 2).

A alta susceptibilidade do hamster a L. braziliensis ja era conhecida desde o
inicio da década de 60 do século passado (THATCHER et al, 1965; WILSON et al,
1979; HERRER ef al, 1979). Estes animais ndo curam a lesdo espontaneamente, mas
nao apresentam lesdes metastaticas em decorréncia da infecgdo por L. braziliensis
(TRAVI et al, 1988; ALMEIDA et al, 1996). Por isso, avaliamos o potencial protetor da
imunizagdo com a saliva neste modelo. Apesar dos resultados positivos com a
imunizagédo, obtidos com a indugdo do DTH, bem como com a producio de anticorpos,
nao foram observadas diferencas nos tamanhos de lesdo dos hamsters imunizados
quando comparados com aqueles nao imunizados, independente do tipo de desafio que
receberam (Fig. 3 e 11). Provavelmente devido ao intenso infiltrado inflamatério
desenvolvido pela presenca da L. braziliensis (OLIVEIRA et al, 2004), ndo tenha sido
possivel observar o cardter protetor da imunizacdo com a saliva de L. longipalpis. No
entanto, Thiakaki e colaboradores, em 2005, avaliaram o potencial protetor de
imunizacoes com diferentes salivas de fleb6tomos em camundongos contra a infeccao
por L. amazonensis. Apesar de serem modelos diferentes, ambos sdo de alta
susceptibilidade, uma vez que os camundongos também néo curam espontaneamente a
lesao causada por L. amazonensis (THIAKAKI et al, 2005). Neste trabalho, o grupo
relata que a resposta imune induzida pela imunizagdo com a saliva e L. longipalpis
protege apenas contra um desafio feito na presenca da mesma saliva. Contrariamente
aos achados do referido trabalho, nos nossos dados, ndo ha reducéo no tamanho da lesao
nos animais imunizados com a saliva de L. longipalpis, independente do desafio
recebido (Fig. 3 ¢ 11). Uma vez que a saliva de L. longipalpis é muito imunogénica,
provavelmente a resposta imune induzida pelas demais salivas utilizadas no estudo da
Thiakaki nao foi suficiente para controlar, mesmo que parcialmente, a infecgdo por L.
amazonensis. Diferentemente, no nosso trabalho, todos os animais imunizados foram
submetidos a mesma saliva no momento da vacinagdo. Utilizando um modelo de
imunizacdo semelhante, De Moura e colaboradores, em 2007, demonstraram que a pré-
exposicdo a saliva de L. intermedia aumenta a infecgdo por L. braziliensis em

camundongos (DE MOURA et al, 2007). O provavel mecanismo envolvido nesta
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exacerbacao da doenca seria o desenvolvimento de um padrao celular Th2 em resposta a
vacinagao. Além disso, a imunizacio com SGS de L. intermedia nao levou ao
desenvolvimento da reagdio de DTH (DE MOURA er al, 2007), favorecendo o
estabelecimento e a persisténcia do parasita. Existem relatos na literatura sobre a
associagio entre aumento nas concentracoes de IgG contra saliva de L. longipalpis e

resposta imune celular protetora contra a Leishmania (GOMES et al, 2002).

Durante a infec¢do por L. braziliensis em humanos os titulos de anticorpos
especificos contra a Leishmania aumentam, mas reduzem com o sucesso do tratamento
contra a infecgdo. No entanto, pacientes resistente a terapia anti-Leishmania mantém
estes altos titulos de anticorpos (VOULDOUKIS er al, 1994). Dessa forma, a produgao
de anticorpos contra a Leishmania foi utilizada como pardmetro para avaliar a
possibilidade de protecao. Nos grupos de animais desafiados na presenca da saliva,
aqueles imunizados produzem concentragdes estatisticamente menores daqueles animais
nao imunizados (Fig. 7). Resultados semelhantes foram obtidos com os animais
desafiados somente com L. braziliensis (Fig. 14). Uma vez que a menor producao de
anticorpos anti-Leishmania estd relacionada com protecao contra a infecgdo
(VOULDOUKIS et al, 1994), nossos resultados apontam para o potencial protetor

inespecifico conferido pela imunizagdo com a saliva.

A presencga da saliva de L. longipalpis, que ja teve, por diversas vezes, seu
potencial imunogénico demonstrado (TITUS & RIBEIRO, 1988; THEODOS et al,
1991; THEODOS & TITUS, 1993), induz a produgao de anticorpos especificos que
protegem contra uma posterior infeccao (THIAKAKI er al, 2005). Esta hipdtese de
neutralizacdo dos componentes salivares por anticorpos permitiria o desenvolvimento
de resposta imune celular mais eficiente contra Leishmania. Gomes e colaboradores, em
2002, confirmaram que a inducdo da resposta imune contra a saliva estd associada ao
DTH contra Leishmania, favoravel ao hospedeiro (GOMES et al, 2002). A avaliacao da
resposta imune humoral contra a saliva de L. longipalpis, demonstrou que os hamsters
produzem anticorpos até cerca de 45 dias apds a ultima imunizagao (Fig. 6). Mais uma
vez, a alta imunogenicidade da saliva de L. longipalpis é demonstrada pelas
concentragOes elevadas de anticorpos naqueles animais imunizados e desafiados na

presenca desta (Fig. 6 A).
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A influéncia do microambiente, bem como da genética do hospedeiro, além do
vetor da Leishmania no desenvolvimento da infecgdo estd bem estabelecido com
diversos trabalhos descritos na literatura (LOCKSLEY et al, 1987; SCOTT et al, 1989;
SOARES & BARCINSKI, 1991). Portanto, os diferentes desafios que os hamsters

receberam poderiam levar a diferentes padroes de resposta.

O modelo experimental que utiliza agentes etiolégicos da leishmaniose cutinea
na orelha foi desenvolvido em camundongos na tentativa de mimetizar melthor os
aspectos envolvidos na infec¢do natural por Leishmania. Desde a presenga da saliva até
a dose de parasitas foram considerados. Os resultados obtidos a partir da andlise do
perfil de citocinas mostram que a presenca da saliva aumenta a freqiiéncia de células
epidérmicas produtoras de citocinas do tipo Th2, porém a pré-exposi¢ido dos animais a
saliva reverte estes efeitos (BELKAID et al, 1998). No entanto, em hamsters
imunizados com a saliva de L. longipalpis e desafiados na presenca da mesma saliva,
observa-se apenas uma tendéncia de redugdo na carga parasitiria da orelha destes
animais (Fig. 4 A e C). Provavelmente, as elevadas concentracdes de anticorpos
produzidos nestes animais em resposta a imunizagido podem ter favorecido a formagéio
de imunocomplexos (NYDEGGER, 2007). Existem relatos na literatura que
demonstram que a presenca destes imunocomplexos pode induzir um alternativo estado
de ativagdo de macrofagos, afetando o desfecho da infeccdo por favorecer a
sobrevivéncia e a proliferagdo do parasita (RAES et al, 2007). A provavel via
mediadora desta ativagdo alternativa de macréfagos se da através da combinacio entre
estimulos inflamatdrios, como fragmentos do dcido hialur6nico na matriz extracelular
gerados no local da infecgdo, e a ligacdo do receptor Fc a amastigotas opsonizados
(YANG et al, 2007). Além disso, altos niveis de IgG e IL-10 sio fatores preditivos para
leishmaniose visceral ativa. Por fim, culturas de mondcitos com Leishmania incubadas
com soro de pacientes com a forma visceral da doenga produzem altos niveis de I1L-10
(MILES et al, 2005). Dessa forma, estes fatores podem ter influenciado o controle da
Leishmania no local da infecgdo destes animais (Fig. 4 A). Entretanto, quando avaliada
a carga parasitiria na orelha dos animais desafiados na presenga da saliva de L.
intermedia, hd uma reduclo significativa na quantidade de parasitas nos animais
imunizados (Fig. 4 B e C). Da mesma forma, resultados semelhantes foram obtidos com

os animais imunizados e desafiados somente com L. braziliensis, onde a quantidade de
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parasitas na orelha € estatisticamente menor quando comparada com 0s animais nao
imunizados (Fig. 12 A e B). Uma vez que as concentracoes de anticorpos produzidos
pelos animais imunizados e desafiados com SGS de L. intermedia ou sem saliva foram
menores (Fig. 6 B), é provavel que a formag¢ao de imunocomplexos também tenha sido
menor. Dessa forma, o controle dos parasitas no local da infeccdo foi mais eficiente,
este fator imunosupressor estaria menos presente (Fig. 4 C e 13 B). Estes resultados
indicam, portanto, que a resposta imune protetora induzida pela imunizacdo com a

saliva de L. longipalpis ¢é inespecifica.

Amplamente discutido pela literatura, estd o cardter especifico da protecao
conferida pela imunizagdo com a saliva (VOLF & ROHOUSOVA, 2001). Diversos
trabalhos demonstram que a pré-exposicao dos animais a saliva confere protecio contra
um desafio posterior com Leishmania na presenca da mesma saliva utilizada na
imunizacido. O potencial protetor é conseqiiéncia das propriedades imunogénicas da
saliva, independente de advir do vetor natural da Leishmania causadora da infeccdo em
estudo (BELKAID et al, 1998; 2000; VALENZUELA ef al, 2001) ou nao (THIAKAKI
et al, 2005). Assim sendo, os hamsters foram imunizados ou ndo com saliva de L.
longipalpis e desafiados posteriormente com L. braziliensis na presenca da mesma
saliva. De acordo com as observagdes feitas em outros estudos que utilizaram modelo
semelhante de vacinagdo, hd reducio significativa da carga parasitiria nos animais
imunizados com relagdo aos ndo imunizados (THIAKAKI er al, 2005). De modo
similar, observa-se uma redugio significativa na carga parasitiria no linfonodo drenante
dos hamsters imunizados, que continua aumentando com o tempo de infec¢do, mas
ainda assim mantém essa diminuicdo (Fig. 5 A e C). Apesar da vacinagio com a saliva
de L. longipalpis ser amplamente estudada em diversos modelos, este € o primeiro
relato em hamsters. Quando pré-expostos a saliva de L. longipalpis, estes animais
desenvolvem forte DTH (Fig. 1 B) e altos titulos de anticorpos contra saliva (Fig. 6 A).
A presenca da saliva altera o microambiente local por modificar o padrdo de citocinas e
a expressao de moléculas co-estimulatérias na superficie de células humanas (COSTA
et al, 2004). Portanto, a resposta imune dos hamsters, bem como a presenca da saliva no
desafio, provavelmente favorece o hospedeiro nos momentos iniciais da infec¢io, uma
vez que a carga parasitdria no linfonodo drenante destes animais € baixa na terceira

semana (Fig. 5 A). A influéncia da genética do hospedeiro na viruléncia da Leishmania
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¢ bem conhecida. Desde a mudanga na expressao génica durante a diferenciacao de
promastigota para amastigota (SMIRLIS er al, 2006; SRIVIDYA et al, 2007) até a
interacdo entre moléculas do parasita com o sistema imune do hospedeiro (CHANG &
MCGWIRE, 2002) influenciam na viruléncia da Leishmania e, consequentemente, no
desfecho da doenca. Apesar desta resposta inicial protetora (Fig. 5 A), os hamsters nao
conseguem manter o controle da infeccdo e a carga parasitiria aumenta na quinta
semana (Fig. 5 A) e ainda mais na oitava (Fig. 5 A). No entanto, a imunizagao com a
saliva parece induzir uma resposta protetora, levando a reducio na carga parasitaria dos

animais pré-expostos (Fig. 5 C).

Em areas endémicas para leishmaniose, € provavel que individuos em risco de
exposig¢ao a flebotomineos sejam mais frequentemente picados por vetores de diferentes
espécies nao infectados. Uma vez que diversas espécies de vetores sao encontradas
numa mesma regiao (JANINI er al, 1995; TOPRAK & OZER, 2005; REZA &
MANSOQUR, 2006) e, em sua maioria, nao estio infectados (JORQUERA ef al, 2005;
PITA-PEREIRA et al, 2005; PAIVA et al, 2006; CORDOBA-LANUS, 2006), se torna
necessario determinar se existem componentes antigénicos comuns a todas as espécies
relevantes para a imunidade protetora contra a Leishmania na presenca da saliva. No
entanto, existem poucos relatos na literatura sobre este tema. Neste sentido, os hamsters
foram imunizados ou nao com a saliva de L. longipalpis e desafiados com L.
braziliensis na presenga da saliva de L. intermedia. De acordo com os resultados obtidos
com a avaliagdo da carga parasitdria no linfonodo drenante destes animais, existe a
possibilidade de protecdo cruzada entre estas diferentes salivas, uma vez que 0s animais
imunizados apresentaram valores estatisticamente menores de parasitas em relagao aos
nao imunizados no inicio da infecgdo (Fig. 5 B e C). Estes resultados diferem daqueles
obtidos no modelo também de alta susceptibilidade em camundongos, onde foi
demonstrado que a imuniza¢do com a saliva de P. papatasi ou P. sergenti nao protege
contra um desafio na presenca da saliva de L. longipalpis (THIAKAKI et al, 2005).
Embora os modelos ndo sejam compardveis e este € o primeiro relato utilizando os
hamsters como modelo experimental, as salivas empregadas no estudo em
camundongos sdo originadas de vetores pertencentes a géneros diferentes. Uma vez que
estes flebotomineos sdo mais distantes taxonomicamente, a probabilidade de existirem

mais diferengas na composicdo salivar destes vetores é maior (WAHBA & RIERA,
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2006), o que reduziria as chances de protecdo cruzada. Ainda assim, este e outros
trabalhos, mostram que, apesar de fraca, ha reacao cruzada entre saliva de diferentes

vetores (VOLF & ROHOUSOVA, 2001; THIAKAKI ¢t al, 2005).

Este também € o primeiro relato sobre os efeitos da saliva de L. infermedia em
hamsters. Como demonstrado, ha inducido de DTH nos animais imunizados com saliva
de L. longipalpis e desafiados com a saliva de L. intermedia (Fig. 1 E). Além disso, ha
uma maior freqiiéncia de células morfologicamente semelhantes a mast6citos nestas
laminas (Fig. 1 F), provavelmente recrutadas pelos componentes diferenciais da saliva
de L. intermedia. Apesar de ndo existirem relatos na literatura sobre os efeitos da saliva
de fleb6tomos em mastdcitos, sabe-se que este tipo celular pode influenciar a resposta
imune do hospedeiro contra a Leishmania, uma vez que participa da primeira linha de
defesa, isto €, imunidade inata, durante a infeccdo cutanea (BIDRI ef al, 1997). Por
conta disso, camundongos geneticamente deficientes em mastdcitos submetidos a
infecgdo por L. major, apresentam doenca mais grave. Além disso, 0s mastécitos
parecem ser fundamentais no recrutamento de células efetoras da imunidade inata e
adaptativa (MAURER et al, 2006). O provavel mecanismo pelo qual isso acontece ¢
através do influxo inicial de macréfagos que é dependente da producgao de MIP-1a/p por
neutrofilos recrutados pela secregdo de TNF-a pelos mastdcitos (VON STEBUT et dl,
2003). Apesar de estes estudos utilizarem camundongos como modelo experimental,
mastécitos de diferentes hospedeiros respondem a Leishmania de formas diferentes

(SAHA et al, 2004).

Na tentativa de confirmar a possibilidade de a resposta imune protetora induzida
pela imunizacdo com a saliva de L. longipalpis ser inespecifica, um grupo de hamsters
foi imunizado ou nao e desafiado somente com L. braziliensis. Os resultados obtidos
com a avaliagdo da carga parasitaria no linfonodo drenantes destes animais confirma a
inespecificidade desta protecdo, uma vez que houve reducdo estatisticamente
significante da quantidade de parasitas nos animais imunizados (Fig. 13 A e B).
Resultados similares foram obtidos também num modelo de alta susceptibilidade, onde
0s animais nao curam a lesdo cutinea (THIAKAKI et al, 2005). Estes dados nao
eliminam a importancia da imunidade humoral contra a saliva, uma vez que 0s parasitos
sao transmitidos naturalmente pelos vetores flebotomineos e, entdo, sempre co-

inoculados com as proteinas salivares. Além disso, a produgdo de altas concentragdes de
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anticorpos especificos contra a saliva induzida pela imunizacao pode facilitar o
desenvolvimento de uma resposta imune celular contra a Leishmania (GOMES et al,
2002), favorecendo o hospedeiro. Este fato se da provavelmente pelas propriedades
imunogénicas ou imunosupressoras da saliva de diferentes vetores flebotomineos que,
em cada caso, modificam a resposta do hospedeiro contra a Leishmania. Também
devem ser considerados outros mecanismos de resposta nao especificos que podem estar
envolvidos, como a resposta imune inata via ativagdo de células T yd (ROSAT et al,
1993), bem como de células NK (SCHARTON-KERSTER & SCOTT, 1995;
BAJENOFF et al, 2007).

De acordo com diversos modelos experimentais, os mecanismos da imunidade
celular medeiam resisténcia a Leishmania. Em modelos murinos, amplamente
estudados, a resisténcia a infeccdo por L. major esta associada com a capacidade de
células T CD4", do subtipo Th1, em produzir IFN-y, que ativam macréfagos parasitados
(HEINZEL et al, 1991). Inversamente, a progressio da doenca neste modelo esta
relacionada com a producdo de citocinas, como IL-10, por outro subtipo de células T
(Th2) e de TGF-B por macréfagos infectados (BARRAL-NETTO et al, 1992). Poucos
sao os trabalhos que estudam se a resposta imune de hamsters contra a forma cutinea da
leishmaniose € semelhante a este perfil visto em camundongos. Apesar de relacionado
com resisténcia a infeccio, altos niveis de RNAm de IFN-y sdo expressos em hamsters
infectados com L. panamensis, sob a qual estes animais também nao apresentam cura
espontinea (TRAVI ez al, 2002). De modo muito similar, os hamsters imunizados ou
nao com saliva de L. longipalpis e desafiados na presenga da saliva de diferentes vetores
expressaram altos niveis de IFN-y (Fig. 8 A, B ¢ C). No entanto, observa-se aumento
estatisticamente significante na expressao desta citocina apenas nos momentos iniciais
da infecgdo por L. braziliensis na presenca da saliva de L. intermedia em animais
imunizados (Fig. 8 A). Nos demais ponto e grupos avaliados ao longo da infecgéo, nio
ha diferenga estatistica (Fig. 8 A, B ¢ C). Estes dados corroboram com o trabalho
anterior, no qual o aparecimento de lesGes mais graves em hamsters ndo estava
relacionado com a redugao nos niveis de expressdo de IFN-y (TRAVI et al, 2002), como
esperado pelos modelos em camundongos (SATOSKAR et al, 1998). No entanto, esta
maior susceptibilidade estava associada a um aumento na expressao de citocinas como

IL-4 e IL-10 (TRAVI et al, 2002), mesmo sendo um aumento de pequena magnitude.
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Os niveis de expressao de 1IFN-y também sdo altos nos hamsters desafiados somente
com L. braziliensis (Fig. 15 A), porém, da mesma forma, nao héd diferenca entre os
animais imunizados e nao imunizados (Fig. 15 B). De acordo com estes dados e com os
relatos da literatura, 0 mecanismo responsavel pela protecdo conferida pela imunizagao

com a saliva de L. longipalpis parece ser mediado pela modulagéo de outras citocinas.

Com relagdo aos niveis de expressdo de IL-10, os valores sao similares aos
hamsters normais nao infectados (Fig. 9 A ¢ B). Apenas na oitava semana apo0s a
infecgao hd um aumento de expressao nos animais nao imunizados, enquanto os valores
de expressdo nos animais imunizados se mantém praticamente inalterados (Fig. 9 A e
B). Este padrao misto de citocinas Th1/Th2 pode estar associado com susceptibilidade
(OSORIO et al, 2003) e parece estar envolvido na prote¢do dos animais desafiados na
presencga da saliva de L. intermedia, uma vez que ha diferenca estatistica em relacao aos
animais nao imunizados (Fig. 9 B e C). No entanto, IL.-10 nio parece estar envolvida na

protecao dos animais desafiados somente com L. braziliensis (Fig. 16 A e B).

Por fim, os animais imunizados apresentam uma redugdo nos niveis de
expressao de TGF-B (Fig. 10 A, B e Fig. 17 A). Porém, este mecanismo parece estar
envolvido na prote¢do dos animais desafiados somente com L. braziliensis (Fig. 10 B e
C) ou na presenga da saliva de L. infermedia (Fig. 17 A e B), uma vez que foi observada
diferencga estatistica entre 0s animais imunizados e nio imunizados destes grupos. Este
fenOmeno também ¢é observado em hamsters infectados com L. donovani, porém o

mecanismo envolvido nesta reducéo é desconhecido (MELBY et al, 2001).

IL-4 também tem sido associada com maior gravidade da doenga em modelo
murino infectados com L. major (MORRIS ef al, 1993) e em hamster, com L.
panamensis (TRAVI et al, 2002), embora seu papel promotor da doenga parega ser
dependente da cepa do agente etiolégico (NOBEN-TRAUTH et a/, 1999). Dessa forma,
IL-4 pode ser também mais um fator favoravel a L. braziliensis neste modelo em
hamster envolvido na protecdo dos animais desafiados na presenca da saliva de L.

longipalpis.

Nossos resultados demonstram, portanto, o potencial imunogénico da saliva de
L. longipalpis e o caréter inespecifico da protegao conferida pela imunizagio com estes

componentes salivares.
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8 CONCLUSAO

A imunizagio com a saliva de L. longipalpis confere prote¢ao parcial contra um

desafio posterior com L. braziliensis independente da presenca da saliva.
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