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--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------Resumo  

No presente estudo, nós investigamos a atividade anti-inflamatória da 

saliva de Lutzomyia longipalpis, flebotomíneo do Novo Mundo, em modelo 

experimental de artrite. Além disso, avaliamos os mecanismos e identificamos 

os constituintes salivares envolvidos nessa atividade. O extrato de glândula 

salivar (EGS) de L. longipalpis inibiu a migração de neutrófilos, a 

hipernocicepção inflamatória e a lesão articular em animais com artrite. Ainda, 

o EGS reduziu a expressão de MHC-II e da molécula coestimulatória CD-86 em 

células dendríticas e inibiu a produção de mediadores inflamatórios em cultura 

de linfócitos. Ademais, nós demonstramos que o EGS também foi capaz de 

interferir com a locomoção dos neutrófilos, sugerindo ser por aumentar a 

expressão de GRK-2 e internalizar o receptor CXCR2.  

Devido ao fato de a saliva de L. longipalpis ter diversos componentes, é 

essencial conhecer quais os componentes presentes no EGS são os 

responsáveis pelo seu efeito anti-inflamatório. Deste modo, em colaboração 

com os laboratórios do prof. Dr Jesus G. Valenzuela e Dr José Marcos Ribeiro 

(National Institute of Health – NIH) que clonaram os genes responsáveis pela 

síntese das proteínas presentes na saliva (Valenzuela et al., 2004), nosso 

próximo passo foi investigar quais os componentes presentes na saliva 

poderiam ser os responsáveis pela atividade anti-inflamatória observada. Nós 

identificamos a proteína LJM 111, presente no EGS, como responsável em 

inibir a migração de neutrófilos, a hipernocicepção inflamatória, a expressão de 

MHC-II e da molécula coestimulatória CD-86 em células dendríticas e inibir a 

produção de mediadores inflamatórios em cultura de linfócitos. Entretanto, 

observamos que a proteína LJM 111 não atua diretamente no neutrófilo, por 

não interferir com os níveis de CXCR2 e GRK-2. Deste modo, sugerindo que 

outro componente presente na saliva possa contribuir com estes efeitos. Por 

fim, os resultados obtidos sugerem que a proteína LJM 111 possa ser um 

protótipo para o desenvolvimento de uma futura abordagem terapêutica em 

doenças inflamatórias, como a artrite reumatóide.  
 

Palavras chaves: saliva, Lutzomyia longipalpis, Proteína LJM 111, migração 

de neutrófilos e artrite reumatóide. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

AABBSSTTRRAACCTT  
 



----------------------------------------------------------------------------------------------Abstract  

 

In this study, we investigated the anti-inflammatory activity of the salivary 

gland extract (SGE) of Lutzomyia longipalpis in an experimental arthritis model. 

The mechanisms and the identification of the salivary gland constituents 

involved in these effects were also analyzed. The SGE from L. longipalpis 

inhibited the neutrophil migration, inflammatory hypernociception and articular 

lesion in arthritic mice. In addition, the SGE reduced the expression of MHC-II 

and the co-stimulatory molecule CD-86 in dendritic cells and inhibited the 

production of inflammatory mediators by lymphocytes in culture. Furthermore, 

SGE was able to reduce the neutrophil locomotion by reducing the CXCR2 

receptor expression and enhancing the GRK-2 expression.  

Considering that SGE has many constituents, it is essential to know 

which ones are responsible for these anti-inflammatory effects. In this way, in 

collaboration with Dr Jesus G. Valenzuela and Dr José Marcos Ribeiro 

(National Institute of Health – NIH), who cloned the genes responsible for the 

synthesis of the salivary gland proteins (Valenzuela et al., 2004), we then 

investigated what components in the salivary gland could be responsible for the 

anti-inflammatory activity observed. We identified the LJM 111 protein, present 

in SGE, as responsible for the inhibition of neutrophil migration, inflammatory 

hypernociception, expression of CD-86 and MHC-II in dendritic cells and the 

production of inflammatory mediators by lymphocytes in culture. However, we 

observed that LJM 111 protein does not act directly in neutrophils and does not 

interfere with the CXCR2 and GRK-2 levels. Hence, suggesting that other 

component in the salivary gland could contribute with these effects. In 

conclusion, our results suggest that LJM 111 can be the prototype to the 

development of a new therapeutic approach in inflammatory diseases, such as 

rheumatoid arthritis.  

 

Key words: salivary gland, Lutzomyia longipalpis, LJM 111 protein, neutrophil 

migration and rheumatoid arthritis. 
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1. Introdução 
 

1.1. Artrite Reumatóide 
 

A artrite reumatóide (AR) é uma doença auto-imune, inflamatória e 

crônica que afeta aproximadamente 1% da população. O processo inflamatório 

é caracterizado por infiltrado de neutrófilos, células T, células B, células 

dendríticas (DCs) e macrófagos no tecido e fluido sinovial levando à destruição 

da cartilagem e osso (Tak e Bresnihan, 2000). Embora a exata etiologia da AR 

permaneça desconhecida, sabe-se que linfócitos autoreativos e anticorpos 

estão envolvidos na patogênese da doença (Harris, 1990). Além disso, as 

citocinas medeiam a comunicação entre as células, resultando na atração de 

células do sistema imune e inflamatórias para as articulações e na ativação de 

células para liberar produtos que levam à destruição tecidual. Sabe-se que as 

citocinas próinflamatórias TNF-α e IL-1β são importantes na patogênese da 

AR, levando a um aumento da produção de outras citocinas, quimiocinas e 

enzimas degradativas (Arend e Dayer, 1995).  

Embora os modelos experimentais não mimetizem a complexidade da 

AR humana, alguns destes modelos têm sido usados para o entendimento da 

artrite, uma vez que apresentam muitas características semelhantes à AR 

humana (Trentham, Townes et al., 1977). Nos últimos anos, entre os modelos 

mais utilizados, é usado o modelo de artrite induzida por antígeno (AIA), onde a 

proteína albumina bovina sérica metilada (mBSA) é utilizada na forma de 

antígeno solúvel associada ao adjuvante de Freund. Deste modo, estudos em 

modelos experimentais têm resultado em um melhor entendimento sobre a 

função de diferentes tipos celulares e mediadores inflamatórios no 

desenvolvimento da artrite, bem como para o desenvolvimento de novas 

drogas.  

Dentre os tipos celulares envolvidos na AR, as DCs destacam-se como 

sendo as células apresentadoras de antígeno (APCs) mais eficazes e que em 

contato com antígenos e citocinas se tornam ativadas (Sarkar e Fox, 2005). As 

DCs ativadas liberam vários mediadores inflamatórios que em conjunto com os 

sinais dependentes da interação antígeno-MHC e da coestimulação contribuem 
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para a ativação e proliferação de células T CD4+ (Nathan, 2006; Gutcher e 

Becher, 2007).  

As respostas mediadas por linfócitos T podem exibir um padrão T 

auxiliar 1 (Th1), Th2 ou Th17. Esta polarização é determinada por citocinas 

típicas de cada padrão e envolve a participação de quimiocinas e tipos 

celulares característicos que determinam o prognóstico e o curso de diversas 

doenças infecciosas, inflamatórias ou autoimunes (Mosmann, Cherwinski et al., 

1986; Jankovic, Liu et al., 2001). O padrão de resposta Th1 é primariamente 

dependente da produção da IL-12 liberada pelas APCs. Além de determinar 

uma resposta imune adaptativa, a citocina IL-12 induz os linfócitos Th1 a 

secretarem a prototípica citocina Th1, IFN-γ (Szabo, Sullivan et al., 2003). O 

IFN-γ apresenta diversos efeitos no sistema imune, sendo a principal citocina 

ativadora de macrófagos, estimulando a fagocitose, captação e apresentação 

de antígenos, produção de outras citocinas inflamatórias e mediadores 

antimicrobianos, como o óxido nítrico (O'garra, 1989; Bogdan, Rollinghoff et al., 

2000; Bogdan, 2001). O padrão de resposta Th2 possui características anti-

inflamatórias e de resposta imune predominantemente humoral, onde as 

citocina IL-4 produzida por células Th2 pode favorecer a sobrevivência e a 

multiplicação de parasitas dentro de macrófagos (Barral, Barral-Netto et al., 

1993; Belkaid, Kamhawi et al., 1998) e induzir uma imunidade humoral 

dependente de linfócitos B (Modlin e Nutman, 1993).  

As células Th17 foram estabelecidas, mais recentemente, como um 

subtipo independente das células Th, através da identificação de fatores de 

diferenciação que são únicos deste tipo celular. Foi demonstrado que o TGF-β 

associado a IL-6 é essencial para o desenvolvimento de células Th17 a partir 

de células T virgens. Essa diferenciação se deve ao fato de que a combinação 

dessas citocinas, além de induzir a produção de IL-23 por APCs, induz a 

expressão de IL-23R que não é expresso em linfócitos T virgens. Esta 

expressão, além de tornar a célula responsiva a IL-23, estabiliza e fortalece o 

fenótipo de Th17 (Boniface, Blom et al., 2008). Outra citocina relacionada à 

indução de Th17 é a IL-1β, onde um estudo demonstra que camundongos IL-

1R-/- falham para montar uma resposta Th17 após a imunização com MOG 

(antígeno da bainha de mielina) e linfócitos T provenientes desses animais 

cultivados com IL-23, não produzem IL-17 (Sutton, Brereton et al., 2006). 
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Também é demonstrado que a IL-1 e o TNF aumentam o número de células 

Th17 geradas in vitro na presença de IL-6 e TGF-β (Veldhoen, Hocking et al., 

2006). 

A importância de citocinas e quimiocinas na fisiopatologia da artrite 

reumatóide tem sido demonstrada tanto em modelos animais como em 

humanos (Feldmann, Brennan et al., 1996). De fato, vários desses mediadores, 

como o TNF, IL-1β e a quimiocina IL-8/CXCL8, são encontrados no líquido 

sinovial de pacientes com artrite (Fontana, Hengartner et al., 1982; Di Giovine, 

Nuki et al., 1988; Brennan, Zachariae et al., 1990). Podolin et al (Podolin, 

Bolognese et al., 2002) demonstram que o tratamento com um antagonista não 

peptídico do receptor CXCR2, ligante de IL-8/CXCL8, reduz efetivamente a 

migração de neutrófilos, o que se correlaciona muito bem com a diminuição das 

lesões observadas utilizando o modelo de AIA. De modo semelhante, o 

tratamento com anticorpo anti-LIX/CXCL5 antes do estabelecimento da AIA 

leva à diminuição da intensidade da inflamação do joelho, mostrando a 

participação desta quimiocina, ligante do receptor CXCR2, na progressão da 

artrite (Halloran, Woods et al., 1999).  

Além disto, estudos utilizando o modelo experimental de artrite induzida 

por colágeno do tipo II demonstram que os animais artríticos tratados com 

anticorpos monoclonais contra o TNF ou com antagonista do receptor de IL-1 

(IL-1ra) apresentam uma melhora na doença bem como uma menor incidência 

(Piguet, Grau et al., 1992; Thorbecke, Shah et al., 1992; Wooley, Whalen et al., 

1993). Ainda, tem sido demonstrada a presença da citocina IL-15 no soro e na 

membrana sinovial de pacientes com AR (Mcinnes, Al-Mughales et al., 1996; 

Kotake, Schumacher et al., 1997; Liew e Mcinnes, 2002). Em associação com a 

IL-18, IL-12 e IFN-γ, a IL-15 também foi detectada na sinóvia de pacientes com 

artrite reumatóide juvenil (Scola, Thompson et al., 2002). Suas atividades 

biológicas envolvem a proliferação e quimiotaxia de células TCD4+ e CD8+, 

estímulo do crescimento de células NK, produção de IFN-γ e de imunoglobulina 

presente no tecido sinovial. Esses dados foram suportados pela observação de 

que a expressão de IL-15 leva ao aumento de linfócitos T presentes na sinóvia 

de animais susceptíveis à artrite induzida por colágeno (Mcinnes, Al-Mughales 

et al., 1996). Gracie et al (Gracie, Forsey et al., 1999) demonstram que a IL-18 
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induz a produção de TNF-α, óxido nítrico (NO) e IFN-γ em células sinoviais 

isoladas de pacientes com artrite reumatóide.  

A IL-17, produzida por células Th17, desempenha um papel crítico na 

patogênese e perpetuação da AR (Bettelli, Korn et al., 2008). Estudos 

demonstram que camundongos deficientes para a IL-17 ou para a IL-6 são 

resistentes à indução de artrite induzida por colágeno (Sasai, Saeki et al., 1999; 

Nakae, Nambu et al., 2003) e evidências suportam que os níveis de IL-17 e IL-

6, bem como o número de células T expressando IL-17, estão aumentados no 

fluido sinovial de pacientes com AR (Kotake, Udagawa et al., 1999; Hwang e 

Kim, 2005). Em particular, a IL-17 pode aumentar e/ou sinergizar com os 

mediadores inflamatórios presentes no local da inflamação, tais como: IL-6, IL-

1β e TNF (Chabaud, Durand et al., 1999; Katz, Nadiv et al., 2001; Legrand, 

Fermor et al., 2001); promover a injúria da matriz extracelular por meio da 

ativação de metaloproteinases (MMP) e induzir a produção de óxido nítrico e 

inibir os componentes envolvidos no reparo tecidual como proteoglicanos e 

colágeno (Jovanovic, Di Battista et al., 1998; Jovanovic, Martel-Pelletier et al., 

2000). A IL-17 também estimula fibroblastos, células endoteliais, células 

epiteliais e macrófagos a produzir quimiocinas, IL-1, IL-6, ICAM-1, PGE2, 

MMPs, NOS-2, dentre outros mediadores envolvidos com a migração celular. 

Além disso, a IL-17 induz a expressão de RANKL, o qual é crucial para a 

diferenciação de osteoclastos funcionais resultando em reabsorção óssea. É 

importante ressaltar que a combinação de todos estes fatores induzidos e/ou 

amplificados pela IL-17 é um fator preponderante para os efeitos patológicos 

observados na reabsorção do osso, degeneração da matriz extracelular, 

proliferação e inflamação da sinóvia, angiogênese, recrutamento e ativação de 

células do sistema imune presentes na articulação (Lubberts, 2008). Desta 

forma, intervenções farmacológicas que reduzam ou bloqueiem a produção 

e/ou liberação de IL-17 podem apresentar-se como alvos com potencial efeito 

terapêutico para o tratamento da AR. 
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1.2. Migração de neutrófilos  
1.2.1. Mediadores envolvidos no recrutamento de neutrófilos  

 

Os neutrófilos são os primeiros a serem recrutados para o foco 

inflamatório e os mais abundantes leucócitos presentes nas articulações de 

pacientes com AR na forma ativa da doença (Kitsis e Weissmann, 1991; Wipke 

e Allen, 2001). O processo de migração de neutrófilos durante a resposta 

inflamatória é mediado por diferentes mediadores inflamatórios, os quais 

promovem um aumento nas interações entre os leucócitos e as células 

endoteliais e favorecem a migração destes leucócitos a favor do gradiente de 

concentração entre a área lesada e as vênulas pós-capilares (Huttenlocher, 

Sandborg et al., 1995). Mais detalhadamente, após a liberação de mediadores 

inflamatórios, iniciam-se as etapas que envolvem a interação dos neutrófilos 

com o endotélio vascular. Deste modo, os neutrófilos apresentam inicialmente 

um rolamento sobre o endotélio vascular mediado por uma família de 

moléculas de adesão denominadas selectinas. As selectinas endoteliais (P- e 

E-selectinas) ligam-se através de seu domínio lectina à região sialil-Lewis X de 

algumas glicoproteínas como as moléculas PSGL-1 (P-selectin glycoprotein 

ligand-1) e ESL-1 (E-selectin ligand-1) presentes na membrana dos leucócitos, 

enquanto que a L-selectina, expressa constitutivamente por todos os 

leucócitos, liga-se a um grupo de oligossacarídeos sialomucina presente na 

superfície das células endoteliais (Jones, Abbassi et al., 1993; Lawrence e 

Springer, 1993; Smith, Berg et al., 1999; Simon e Green, 2005). Estas ligações 

específicas, embora fracas, resultantes da interação de selectinas e seus 

ligantes, favorecem à redução da velocidade com que os neutrófilos passam 

pelos vasos sanguíneos. Este fenômeno de rolamento leucocitário permite que 

ocorra a ativação das integrinas presentes nos neutrófilos combinada ao 

aumento da expressão das moléculas da superfamília das imunoglobulinas no 

endotélio, resultando em uma forte adesão entre os neutrófilos e as células 

endoteliais (Hynes, 1992a; b; Taylor, Neelamegham et al., 1996; Hentzen, 

Neelamegham et al., 2000; Neelamegham, Taylor et al., 2000). Esta aderência 

permite aos neutrófilos penetrarem, principalmente, nas junções intercelulares 

presentes entre as células endoteliais (diapedese), degradando a membrana 

basal com o auxílio de enzimas proteolíticas, ultrapassando a barreira 
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endotelial. Uma vez ultrapassada a barreira endotelial, os neutrófilos migram 

por meio dos tecidos em direção ao gradiente de concentração de uma ou mais 

molécula (s) quimiotáxica (s) a fim de se dirigirem ao foco inflamatório, um 

evento conhecido como quimiotaxia (Huttenlocher, Sandborg et al., 1995; 

Wagner e Roth, 2000; Ley, Laudanna et al., 2007). 

Conforme relatado na literatura, diversos mediadores inflamatórios estão 

envolvidos no recrutamento de neutrófilos, entre estes, destacam-se as 

citocinas como o TNF, IL-17, IL-15 e IL-18, uma variedade de quimiocinas 

incluindo IL-8/CXCL8, GRO-α/CXCL1, ENA-78/CXCL5, MIP-2/CXCL2, os 

derivados lipídicos como o LTB4 e o PAF e os componentes do sistema 

complemento como o C5a (Mulder e Colditz, 1993; Mantovani, Sozzani et al., 

1997; Binder, Kress et al., 1999; Figarella-Branger, Civatte et al., 2003). Dentre 

estes mediadores importantes na migração de neutrófilos, a IL-17 induz a 

síntese de quimiocinas como MIP-2/CXCL2, KC/CXCL1, IL-8/CXCL8, bem 

como de ICAM-1 e PGE2, dentre outros mediadores envolvidos na migração 

neutrofílica (Aggarwal, Ghilardi et al., 2003). O TNF também promove a síntese 

e liberação de fatores quimiotáxicos (Faccioli, Souza et al., 1990), como 

também contribui com um aumento da expressão de ICAM-1 em células 

endoteliais (Vieira, Lemos et al., 2009).  

Um estudo utilizando o modelo de artrite induzida por colágeno II 

evidenciou que a IL-18 ativa a produção de TNF, o qual induz a síntese de 

LTB4, que por sua vez leva a migração de neutrófilos para o sítio inflamatório 

(Canetti, Leung et al., 2003). Ademais, outro estudo demonstrou que a 

quimiocina GRO-α/CXCL1 pertencente à sub-família CXC é importante na 

migração de neutrófilos para a articulação de pacientes com artrite reumatóide, 

sendo que a GRO-α/CXCL1 é responsável por 28% da atividade quimiotáxica 

para neutrófilos enquanto que a ação combinada de GRO-α/CXCL1, ENA-

78/CXCL5 e IL-8/CXCL8 é responsável por 50% da atividade quimiotáxica no 

fluido sinovial (Koch, Kunkel et al., 1995).  

Nos últimos anos, nosso laboratório vem investigando os mecanismos 

envolvidos no recrutamento de neutrófilos em reações inflamatórias que 

ocorrem em modelos de inflamação de origem imune. Os resultados sugerem 

que a migração de neutrófilos induzida pela OVA em animais imunizados é 

dependente de MIP-1α/CCL3 seguido da liberação de TNF por linfócitos T 
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CD4+ que, em seguida, induz a síntese de LTB4 promovendo o influxo de 

neutrófilos para o local do estímulo (Canetti, Silva et al., 2001; Ramos, Canetti 

et al., 2005). Outros grupos de pesquisa também demonstram o papel do TNF-

α e do LTB4 na migração de neutrófilos em diversos modelos de reação 

inflamatória, tais como a artrite induzida por colágeno do tipo II e em doenças 

inflamatórias humanas, como a doença inflamatória intestinal e a artrite 

reumatóide (Beck e Wallace, 1997; Kuwabara, Yasui et al., 2000).  

Recentemente, demonstramos que a migração de neutrófilos induzida 

por IL-23 para a cavidade articular de animais com AIA é modulada por PGE2, 

a qual aumenta a síntese de IL-17 e inibe a produção de IL-12 e IFN-γ. Deste 

modo a PGE2 atua como moduladora positiva no recrutamento de neutrófilos 

(Lemos, Grespan et al., 2009). O recrutamento de neutrófilos é, ainda, 

dependente posteriormente das quimiocinas KC/CXCL1 e LIX/CXCL5 seguido 

do LTB4 que atuam de modo seqüencial na migração de neutrófilos. Ademais, 

foram detectadas quantidades elevadas de tais mediadores no tecido sinovial 

de pacientes com artrite reumatóide (Grespan, Fukada et al., 2008). 

 

 

1.3. Saliva de insetos hematófagos 
 

A saliva de insetos hematófagos é exposta ao sítio de picada quando 

estes insetos entram em contato com o hospedeiro durante o processo de 

alimentação. Os primeiros estudos realizados por Titus e Ribeiro (Titus e 

Ribeiro, 1988) demonstraram que as interações entre as salivas de insetos e o 

hospedeiro influenciam na transmissão de parasitas da Leishmania. As salivas 

modificam a fisiologia do hospedeiro no sítio da picada, deixando-o mais 

permissivo para o patógeno invasor. Ademais, diversos estudos demonstraram 

que a saliva destes insetos contém vários componentes farmacologicamente 

ativos que apresentam atividade imunomodulatória (Ribeiro, 1987), sendo que 

os efeitos da saliva não estão relacionados a um efeito direto no parasita, mas 

sim, a um efeito na modulação da resposta imune, inflamatória e homeostática 

no hospedeiro (Titus e Ribeiro, 1990; Nuttall, 1998).  

Os constituintes salivares destes insetos possuem atividades únicas, 

sinérgicas ou antagônicas que favorecem alterações no ambiente do sítio da 
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picada (Charlab, Valenzuela et al., 1999). Estes compostos são responsáveis 

pela indução de vasodilatação, inibição de agregação plaquetária e dos 

mecanismos de coagulação, permitindo, então, um maior aporte sanguíneo no 

local da picada (Ribeiro, 1987). Tais compostos podem causar o relaxamento 

da musculatura do hospedeiro onde ocorre a picada do inseto, favorecendo o 

regurgitamento e, consequentemente, a inoculação de maiores volumes de 

saliva, juntamente com microrganismos quando o vetor estiver infectado 

(Ribeiro, 1987; Champagne, 1994; Bowman, Coons et al., 1997).  

Vários estudos demonstram que as salivas de Lutzomyia longipalpis e 

Phlebotomus papatasi possuem um papel fundamental na transmissão e 

estabelecimento da infecção por Leishmania devido à presença de 

componentes imunossupressores, os quais inibem o desenvolvimento de uma 

resposta imune do hospedeiro contra o parasita (Ribeiro, Sarkis et al., 1984; 

Titus e Ribeiro, 1990; Lima e Titus, 1996). Haja vista a coinoculação de 

sonicado de glândula salivar de P. papatasi e L.major em camundongos 

BALB/c acarreta um aumento do tamanho da lesão e do número de parasitas 

quando comparados aos animais que receberam somente o parasita. Ao 

determinar o mecanismo pelo qual a saliva leva à exacerbação da infecção, é 

demonstrado que a saliva de L. longipalpis inibe a habilidade de macrófagos de 

apresentar antígenos de Leishmania para linfócitos T específicos contra o 

parasita (Theodos e Titus, 1993). Outro trabalho demonstra que a saliva inibe a 

produção de citocinas do padrão Th1 como IFN-γ e IL-12 e de NO e aumenta a 

produção de IL-4 (Belkaid, Kamhawi et al., 1998). Costa et al (Costa, Favali et 

al., 2004) demonstram que a saliva de L. longipalpis prejudica a produção de 

citocinas e expressão de molélulas coestimulatórias presentes em DCs e 

monócitos humanos. Além disso, a saliva de L. longipalpis induz um 

recrutamento de macrófagos (Teixeira, Teixeira et al., 2005), que sem ativar 

sinais Th1, promove a proliferação de organismos invasores. Em acordo, a 

saliva de P. papatasi não apenas atrai macrófagos, mas também aumenta a 

infecção de L. donovani nestas células, resultando em aumento da carga 

parasitária (Zer, Yaroslavski et al., 2001). A infecção pela L. braziliensis, que 

mesmo em camundongos susceptíveis termina em cura espontânea, na 

presença de saliva de L. longipalpis resulta na formação de lesões cutâneas 
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progressivas com a presença de macrófagos densamente parasitados (Lima e 

Titus, 1996). 

Em função destes trabalhos, foi iniciado em nosso laboratório um projeto 

de pesquisa com o objetivo de investigar uma possível atividade anti-

inflamatória do extrato de glândula salivar (EGS) de L. longipalpis em modelo 

de resposta inflamatória com padrão do tipo Th1. Especificamente, foi 

investigado o efeito do EGS sobre a migração de neutrófilos e a produção de 

mediadores inflamatórios envolvidos no recrutamento deste tipo celular em 

modelo de animais imunizados e desafiados com OVA. Deste modo, foi 

demonstrado que o pré-tratamento dos animais imunizados com o EGS inibe o 

recrutamento de neutrófilos induzido por OVA em animais imunizados, mas não 

aquele induzido por LPS, sugerindo que a inibição ocorre somente em 

inflamações de origem imune. Ademais, observou-se que o EGS inibe a 

liberação de TNF, IL-1β e LTB4 e potencializa a produção de IL-10 e IL-4, 

direcionando a resposta para um padrão Th2 (Monteiro, Nogueira et al., 2005), 

assim, sugerindo que componentes da saliva de insetos hematófagos possam 

ter potencial terapêutico para o tratamento de doenças autoimunes, como a 

artrite reumatóide.  

 

 

1.4. Constituintes das salivas de insetos hematófagos 
 

Nos últimos tempos, inúmeros grupos de pesquisadores têm investigado 

quais são os componentes presentes nas salivas de insetos hematófagos que 

apresentam atividade imunomodulatória, como descrita acima. Foi 

demonstrado que a saliva de L. longipalpis possui um neuropeptídeo (Nong, 

Titus et al., 1989; Titus e Ribeiro, 1990) que promove tanto efeito vasodilatador 

como imunomodulatório. O gene que codifica este neuropeptídeo nas 

glândulas salivares dos insetos foi identificado e denominado maxadilan (Max) 

(Lerner, Ribeiro et al., 1991). A injeção do Max recombinante na pele de 

camundongos induz à formação de eritema com característica semelhante ao 

eritema observado após a injeção do homogenato da glândula salivar ou da 

picada do inseto (Ribeiro, 1987). O Max modula a produção de citocinas e inibe 

a proliferação de linfócitos T (Qureshi, Asahina et al., 1996; Bozza, Soares et 
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al., 1998). O Max inibe a produção de NO, H2O2 e TNF por macrófagos, 

substâncias responsáveis pela morte do parasita (Titus, Theodos et al., 1994). 

Por outro lado, o Max aumenta a produção de IL-10, PGE2 e IL-6, os quais são 

importantes para o prolongamento da sobrevida de L. major. A IL-10 regula 

negativamente a produção de IFN-γ e inibe a produção de NO por macrófagos 

(Cunha, Moncada et al., 1992; Moore, O'garra et al., 1993). Tais efeitos do Max 

em macrófagos mostram a participação de componentes presentes na saliva 

na exacerbação da infecção com L. major nos camundongos (Gillespie, Mbow 

et al., 2000). Morris et al (Morris, Shoemaker et al., 2001) demonstram que a 

vacinação de animais com Max leva ao aumento dos níveis de anticorpos 

contra esta proteína e resulta em animais protegidos contra a infecção por L. 

major. Ao contrário da saliva de L. longipalpis que contém o Max, a saliva de P. 

papatasi contém uma mistura de adenosina e 5´-AMP que apresenta atividade 

vasodilatadora e inibe o gene da sintase do NO em macrófagos ativados 

(Ribeiro, Katz et al., 1999; Katz, Waitumbi et al., 2000). Ainda, uma atividade 

tipo 5’-nucleotidase foi demonstrada em L. longipalpis, mas não em P. papatasi 

(Charlab, Valenzuela et al., 1999). 

O sequenciamento da biblioteca de cDNA obtido da glândula salivar de 

L. longipalpis e P. papatasi, identificou, em ambas, um gene que codifica uma 

proteína com atividade de adenosina deaminase (ADA) (Charlab, Valenzuela et 

al., 1999). Tal enzima hidrolisa a adenosina, que é um mediador da dor 

periférica, modulador do crescimento, da diferenciação e indutor de apoptose 

celular. A remoção da adenosina leva à redução na percepção de dor no local, 

e assim reduz a possibilidade do inseto morrer durante a picada pelo 

hospedeiro (Burnstock e Wood, 1996). O acúmulo local de inosina pela 

hidrólise da adenosina por ADA leva a uma potente inibição de mediadores 

inflamatórios como TNF, IL-1, IL-12, MIP-1α/CCL3 e IFN- γ (Hasko, Kuhel et 

al., 2000). A atividade anticoagulante pode ser atribuída, pelo menos 

parcialmente, à enzima apirase, que degrada ATP para AMP e ortofosfato, 

deste modo, destruindo um importante mediador fisiológico de agregação 

plaquetária (Ribeiro, Schneider et al., 1998). Além da apirase, outros 

componentes, como a PGE2 e a prostaciclina, também bloqueiam a agregação 

plaquetária e promovem a vasodilatação (Valenzuela, Belkaid et al., 2001). A 

saliva do inseto Simulium vittatum contém a substância simulidina, que 
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apresenta atividade anticoagulante por inibir a trombina e inibidores de 

trombinas estão presentes nas salivas de Anopheles albimanus (Francischetti, 

Valenzuela et al., 1999) e do carrapato Amblyomma americanum (Zu, Qi et al., 

1998). Ademais, a saliva de P. papatasi contém uma proteína de 15 kDa, 

chamada de PpSP15, onde camundongos imunizados com esta proteína são 

capazes de controlar a infecção por L. major e apresentar uma carga 

parasitária diminuída em relação à animais não-tratados (Oliveira, Lawyer et 

al., 2008).  

Valenzuela et al (Valenzuela, Garfield et al., 2004) isolaram e 

identificaram as proteínas presentes na glândula salivar da L. longipalpis 

utilizando sequenciamento de cDNA, proteômica e bioinformática. Os autores 

escolheram aleatoriamente 550 clones da biblioteca de cDNA da glândula 

salivar, sendo que destes foram encontradas 143 famílias de proteínas e 

destas 35 clones contendo um peptídeo sinal secretório. Dentre as proteínas 

secretadas, incluem-se 3 membros da família amarela, maxadilan, proteína 

PpSP-15, peptidase, endonuclease, 9 novos peptídeos, entre outras. Deste 

modo, a fim de determinarmos quais os constituintes presentes na saliva deste 

inseto possuem a atividade imunomodulatória descrita para o EGS, iniciamos 

uma colaboração com os laboratórios dos professores Dr. Jesus G. Valenzuela 

e Dr. José Marcos Ribeiro (National Institute of Health- NIH). Assim, uma 

proteína ou um coquetel de proteínas contidas na saliva de L. longipalpis pode, 

no futuro, ser alvo terapêutico para o tratamento de doenças inflamatórias, 

como a artrite reumatóide. 
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2. Objetivos 
 
Objetivos Gerais: 
 
1- Investigar se o extrato de glândula salivar (EGS) de Lutzomyia longipalpis  

apresenta atividade anti-inflamatória em modelo experimental de artrite; 

 

2- Determinar os mecanismos anti-inflamatórios induzido por esta saliva; 

 

3- Identificar os constituintes salivares com as propriedades anti-inflamatórias e 

se for o caso, investigar o mecanismo pelo qual estes atuam. 
 
 
 
Objetivos Específicos: 
 
1- Avaliar o efeito do EGS de L. longipalpis sobre o recrutamento de neutrófilos 

e sobre a liberação de mediadores pró-inflamatórios, como TNF-α e IL-17, os 

quais estão envolvidos no recrutamento de neutrófilos; 

 

2- Desenvolver o modelo experimental de artrite induzida por colágeno (CIA) e 

avaliar a eficácia terapêutica do EGS de L. longipalpis neste modelo; 

 

3- Avaliar o efeito do EGS sobre a expressão de moléculas envolvidas com a 

apresentação de antígeno; 

 

4- Analisar o efeito do EGS sobre a quimiotaxia in vitro de neutrófilos. Em 

particular, avaliar o efeito do EGS sobre a quimiotaxia de neutrófilos frente a 

diferentes estímulos quimiotáxicos e posteriormente, o mecanismo envolvido; 

 

5- Isolar os constituintes presentes no EGS de L. longipalpis com atividade anti-

inflamatória, sendo que para isto serão utilizados plasmídeos contendo genes 

que codificam para proteínas presentes no EGS; 
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6- Se for o caso, testar o efeito do(s) constituinte(s) presente no EGS sobre a 

quimiotaxia in vitro de neutrófilos, sobre a liberação de mediadores pró-

inflamatórios envolvidos no recrutamento de neutrófilos e sobre a expressão de 

moléculas envolvidas com a apresentação de antígeno. 

 

 
 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

MMEETTOODDOOLLOOGGIIAA  
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3. Metodologia 
 
3.1. Animais 
 

Foram utilizados camundongos BALB/c, animais não responsivos para 

LPS (C3H/HeJ) e seu controle (C3H/HePAS) e  animais C57BL/6 e deficientes 

para TLR2, machos e fêmeas, pesando entre 18-22 g. Os animais foram 

mantidos sob condições de temperatura (22-25°C), sem restrição hídrica ou 

dietética (ad libitum) e ciclo claro/escuro controlados. Os experimentos foram 

conduzidos de acordo com os princípios éticos de experimentação animal e foi 

aprovado pela Comissão de Ética em Experimentação Animal (CETEA) da 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo 

(certificado nº 004/2009, em anexo). 

 
 
3.2. Obtenção do Extrato de Glândula Salivar (EGS) de Lutzomyia 

longipalpis  
 

As glândulas salivares de L. longipalpis foram gentilmente cedidas pelo 

Prof. Dr. Jesus Valenzuela, do NIH (National Institute of Health, Bethesda-

USA), com o qual trabalhamos em parceria neste projeto. Brevemente, as 

glândulas salivares obtidas do inseto foram sonicadas e, em seguida, o 

material foi transferido para um tubo eppendorf (1,5ml) e utilizado o Speed Vac 

Concentrator (Savant SPD1010), durante uma hora, para liofilizar a amostra. 

Os extratos de glândulas salivares foram diluídos em água para a obtenção de 

uma glândula/0,001ml. 

 
 
3.3. Sensibilização e desafio com OVA ou mBSA – Tratamento com o EGS 
nos animais sensibilizados 

 

Os animais BALB/c foram sensibilizados com 200 μL de uma emulsão 

contendo mBSA (500 μg) ou OVA (100 μg) e volumes iguais de PBS e 

adjuvante completo de Freund (CFA), através de injeção s.c., no dorso dos 
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animais. Após 7 e 14 dias, os animais receberam reforços da imunização com 
o antígeno, porém em uma emulsão contendo PBS e adjuvante incompleto de 
Freund (IFA). Decorridos 21 dias após a primeira imunização, os animais 
imunizados foram pré-tratados com salina ou com o EGS por via i.v. (1 
glândula/animal; i.v.) 48 horas antes do desafio com OVA ou mBSA. Em 
seguida, os animais imunizados foram desafiados intraperitonealmente (i.p.) 
com OVA (10 μg/cavidade) ou mBSA (30 μg/cavidade) ou com salina (controle 
negativo). Após 6 horas, os animais foram sacrificados, a pele do abdômen foi 
aberta com uma incisão mediana, sem lesar a musculatura e, a cavidade 
peritoneal lavada com 3 ml de tampão PBS contendo EDTA (1 mM). A partir do 
lavado peritoneal foram feitas as contagens total e diferencial das células como 
descrito abaixo. 
 

 

3.4. Construção de plasmídeos codificando para proteínas presentes no 
EGS e seu tratamento em animais imunizados e desafiados com OVA. 
 

Os plasmídeos codificando para proteínas salivares foram clonados no 
vetor VR2001-TOPO e purificados. Grupos de plasmídeos foram preparados 
baseados nas proteínas codificantes, como descrito a seguir: Grupo 1: LJL 35, 
LJM 17, LJL 08, LJL 38, LJM 04, LJS 192, LJM 19, LJL 91, LJL 15; Grupo 2: 
LJM 11, LJL 34, LJL 13, LJL 23; Grupo 3: LJM 10, LJL 143, LJS 142, LJL 17, 
LJM 06, LJL 04; Grupo 4: LJM 114, LJM 111, LJM 78, LJS 238, LJS 169, LJS 
105 e Grupo 5: LJL 09, LJM 26, LJS 03, LJL 124, LJL 138, LJS 138, LJS 193 e 
LJS 201. Os animais imunizados foram tratados com 50 μg dos plasmídeos 
codificando para as proteínas destes grupos (injeção intramuscular) em 50 μl 
de salina 48 horas antes do desafio com OVA. Como controle, outro grupo de 
animais foi injetado com plasmídeos sem codificar genes para proteínas. A 
migração neutrofílica para a cavidade peritoneal foi avaliada, como descrito 
abaixo.  
 

3.5. Modelo de artrite induzida por mBSA - Tratamento com o EGS ou com 
a proteína LJM 111 nos animais imunizados 

  

Camundongos BALB/c foram imunizados, através de injeção s.c., com 

200 μL de uma emulsão contendo volumes iguais de salina e CFA, na qual 
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estava dissolvida 500 μg de mBSA. No 7º e 14º dia após a primeira imunização 

foram administrados reforços da emulsão com IFA. No 21º dia, os animais 

imunizados foram pré-tratados, através de via intravenosa (i.v.), com salina, 

com o EGS (1 gl/animal, 24 hs antes do desafio) ou com a proteína LJM 111 

(30, 100 ou 300 ng/animal, 15 minutos antes do desafio). Em seguida, os 

animais imunizados foram desafiados com mBSA (10 μg/cavidade) ou salina 

(controle negativo) através de injeção intra-articular (articulação fêmur-tibial). 

Após 24 horas, os animais foram sacrificados em câmara de éter para a 

avaliação da migração de neutrófilos. Para tal, foi realizado o lavado intra-

articular com 5 μl de PBS contendo EDTA (duas vezes) e estes diluídos em 90 

μL de PBS contendo EDTA. Deste lavado foi determinada a contagem total e 

diferencial dos leucócitos conforme descrito abaixo. É importante mencionar 

que a proteína LJM 111 recombinante foi cedida pelo Prof. Dr. Jesus 

Valenzuela, do NIH (National Institute of Health, Bethesda-USA). 

 

3.5.1. Contagem total dos leucócitos 

A quantificação total do infiltrado celular foi realizada em contador 

automático de células (COUNTER® AC T; Coulter Corporation, Miami, Florida, 

USA).  

 

3.5.2. Contagem diferencial dos leucócitos 

A contagem diferencial foi realizada a partir de esfregaços preparados 

com o auxílio de citocentrífuga (Cytospin 3-Shandon, Lipshaw Inc; Pittsburgh, 

Pennsylvania, U.S.A.), onde as células foram sedimentadas em lâminas e 

seguidamente coradas pelo corante panótico rápido (LaborClin; Produtos para 

Laboratório Ltda, Pinhais, PR, Brasil), para a caracterização dos leucócitos 

presentes de acordo com suas características núcleo-citoplasmáticas 

observadas ao microscópio óptico utilizando-se de objetiva de imersão em 

óleo. Em cada lâmina foram contadas 100 células, diferenciando-se quatro 

tipos celulares: neutrófilos, eosinófilos, mastócitos e células mononucleares. A 

quantificação de cada tipo celular foi calculada a partir do percentual 
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encontrado em relação ao número total de células. Os resultados foram 

expressos como média ± erro padrão da média (EPM) do número de neutrófilos 

por cavidade.  

 
 
3.6. Modelo de artrite induzida por colágeno (CIA) - Tratamento com o 
EGS nos animais imunizados 

 

A artrite experimental foi induzida utilizando colágeno bovino do tipo II 

(CII), gentilmente cedido pelo professor Dr. David Brand (Memphis – EUA). 

Cada animal recebeu uma injeção intradérmica (0,1ml) de uma emulsão 

contendo 200 mg de CII, previamente dissolvido em 50 mM de ácido acético, 

diluída em volumes iguais de PBS e CFA. Os camundongos foram monitorados 

diariamente e avaliados os escores clínicos, de acordo com a classificação de 

Brand et al (Brand, Latham et al., 2007), com algumas modificações. 

Brevemente, a gravidade dos escores clínicos foi classificada 0 a 6, sendo que 

0 representa os animais sem nenhuma evidência de eritema ou edema, 1 

representa os animais com edema e eritema leve confinados às articulações do 

tornozelo ou tarsais, 2 representa os animais com edema e eritema moderado 

confinados às articulações do tornozelo ou tarsais, 3 representa os animais 

com edema e eritema grave confinados às articulações do tornozelo ou tarsais, 

4 representa os animais com edema e eritema leve abrangendo às articulações 

do tornozelo às tarsais,  5 representa os animais com edema e eritema 

moderado abrangendo às articulações do tornozelo às metatarsais e 6 

representa os animais com edema e eritema grave abrangendo às articulações 

do tornozelo às metatarsais. No primeiro dia de manifestação dos sinais 

clínicos (22° dia após o desafio), os camundongos foram tratados diariamente 

por via intravenosa com o EGS de L. longipalpis (1 glândula/ camundongo) 

durante dez dias e, então, avaliados os escores clínicos. 
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3.7. Efeito do EGS sobre o conteúdo de glicosaminoglicanos (GAGs) em 
patelas obtidas de camundongos imunizados e desafiados com mBSA  

 

Os animais BALB/c foram pré-tratados com o EGS (1gl/animal) e 

desafiados com mBSA (40 µg/cavidade articular), como descrito anteriormente 

e continuaram sendo tratados com a mesma dose de EGS uma vez ao dia, 

durante seis dias, sendo que no terceiro dia estes animais foram re-desafiados 

com mBSA (40 µg/cavidade articular). No sexto dia, após o primeiro desafio os 

animais foram sacrificados e as patelas coletadas para avaliação de GAGs. 

Brevemente, as patelas foram fixadas em 10% de formalina por 12 horas, 

descalcificadas em ácido fórmico (5%) durante 4 horas, e subseqüentemente 

cada patela foi digerida durante a noite a 60ºC em 60 microl de 10 mg/ml de 

papaina (tipo IV; Sigma) em acetato de sódio de 0.1 M, pH 6.5, L-cysteine de 

10 mM e EDTA dissódico 50 mM. O sobrenadante foi coletado para medir 

GAGs através do ensaio colorimétrico com azul de dimetilmetileno (DMMB). 

 
 
3.8. Efeito do EGS e da proteína LJM 111 sobre a hipernocicepção mecânica 
em camundongos imunizados e desafiados com mBSA  

 

A hipernocicepção mecânica foi mensurada após o pré-tratamento dos 

animais com salina, EGS (1 glândula/animal) ou com a proteína LJM 111 (300 

ng/animal) e desafio dos animais, como previamente descrito, nos tempos de 3, 

5, 7 e de 24 horas após o desafio usando o equipamento Von-Frey. Brevemente, 

uma força perpendicular crescente foi aplicada à área central da pata traseira 

para induzir flexão da articulação fêmur-tibial, seguido da retirada da pata. O 

aparato de pressão eletrônica registrou a intensidade da força aplicada 

automaticamente quando a pata foi retirada. O teste foi subseqüentemente 

repetido por 3 mensurações consistentes (a variação entre estas mensurações 

era menos de 1 g). Os resultados foram expressos pelo limiar de retirada em 

gramas (g).  
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3.9. Efeito do EGS e da proteína LJM 111 in vitro sobre a liberação de 
mediadores inflamatórios em células obtidas de linfonodos de animais 
imunizados com mBSA  
 

As células (5 x 105 células / poço) obtidas dos linfonodos inguinal e 

poplíteo de animais imunizados com mBSA foram incubadas com meio RPMI 

1640 (como controle positivo), com o EGS (0,1; 0,3 ou  1,0 glândula/ml) ou com a 

proteína LJM 111 (300; 900 ou 2700 ng/ml) por 2 horas e após este período, as 

células foram estimuladas com mBSA (10 μg/ml). Como controle negativo as 

células foram incubadas com meio, e 36 horas após as células foram 

centrifugadas e o sobrenadante coletado para a mensuração de IL-17, IFN-γ e 

TNF através do ensaio imunoenzimático (ELISA) utilizando-se um “Kit” comercial 

(Genzime) seguindo as recomendações do fabricante. A leitura foi realizada em 

espectrofotômetro (Spectra Max-250, Molecular Devices) ajustado para o 

comprimento de onda de 490 nm. Os resultados foram expressos em picogramas 

(pg)/ml, baseando-se na curva-padrão para cada citocina. 

  

 

3.10. Efeito do EGS e da proteína LJM 111 sobre a expressão de moléculas 
coestimulatórias em células dendríticas (DCs) e estimuladas com LPS 
 

3.10.1. Geração de DCs  

As DCs foram geradas in vitro a partir de células precursoras da medula óssea 

(BM-DC) de camundongos BALB/c, conforme o método descrito por Inaba et al 

(Inaba, Swiggard et al., 2001). Brevemente, as células foram distribuídas em 

placas de petri (Falcon; BD Discovery Labware) numa concentração de 1x 106 

células/placa e cultivadas com meio completo (RPMI 1640 suplementado com 

10% de SBF, 100U/ml de penicilina, 100μg/ml de estreptomicina) acrescido de 

20ng/ml de GM-CSF recombinante murino (Sigma-Aldrich, Inc, St. Louis, MO, 

USA ). No 3° e 6° dia de cultura, outros 20ng/ml de GM-CSF foram adicionados 

na cultura. Decorrido o período de cultura, as DCs foram obtidas por seleção 

positiva utilizando beads magnéticas anti-CD11c, seguindo as recomendações do 

fabricante (Miltenyi Biotec). A avaliação por citometria de fluxo das células 

CD11c+ purificadas apresentou 85-90% de positividade para CD11c.  
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3.10.2. Efeito do EGS e da proteína LJM 111 sobre a maturação de DCs 

Para a análise da influência do EGS na inibição da maturação de DCs, as DCs 

plaqueadas (5 x 105 células / tubo) foram pré-tratadas com meio, EGS (3 

glândulas/ml) ou com a proteína LJM 111(2700 ng/ml) overnight e estimuladas 

com LPS (2 µg/ml) por 24h.  

Em seguida, as células foram coletadas e colocadas na presença de 30 

µL de soro de coelho por tubo (para evitar ligações inespecíficas) e a 

suspensão foi incubada por 30 minutos a 4˚C. Após esse período foram 

adicionados os anticorpos específicos para anti-MHC II (clone MaP.DM1, BD 

Biosciences Pharmingen; São José, C.A., USA) marcado com ficoeritrina (PE), 

e para a molécula de superfície anti-CD86 (clone 2331 (FUN-1); BD 

Biosciences) marcado com FITC, bem como para os isotipos controles, e os 

tubos foram incubados por 30 minutos a 4˚C. As células foram lavadas 2 vezes 

com PBS-BSA, por 10 minutos à 500 x g, e suspensas com 100μl de PBS-

formol a 1%. A aquisição das células foi realizada em citômetro de fluxo 

(FACscan; Becton Dickinson, San Jose, USA), utilizando o canal de 

fluorescência 2 (FL2) para PE. As análises foram feitas usando programas “Cell 

Quest” (CELLQuest software; BD Biosciences) e “WinMDI” (WinMIDv2.8; The 

Scripps Research Institute, USA) os quais permitem analisar todas as células 

adquiridas (20000/amostra) ou apenas determinadas populações, 

individualizadas por janelas (“Gates”) estabelecidas com base em parâmetros 

de tamanho (FSC) e granularidade (SSC) ou fluorescência (FL). Em todos os 

experimentos, o sobrenadante da cultura foi coletado para a mensuração dos 

níveis de TNF e IL-10 por ELISA. 

 
 
3.11. Amostra populacional – Seleção de indivíduos sadios e pacientes com 
artrite reumatóide  

 

Foram utilizadas amostras de sangue de indivíduos sadios (controle) ou 

pacientes com diagnóstico positivo para AR e fluido sinovial de pacientes com 

AR. A seleção de indivíduos de ambos os sexos, com a idade variando entre 20 e 

50 anos abrangeu pacientes selecionados no ambulatório do Hospital das 

Clínicas da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto – Universidade de São 
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Paulo (USP). Estes foram selecionados sob a supervisão do Prof. Dr. Eduardo 

Antônio Donadi, após análise criteriosa dos dados clínicos contidos no prontuário 

médico. Como controles foram utilizadas amostras de sangue de indivíduos 

saudáveis, onde as amostras que apresentaram qualquer tipo de patologia foram 

desconsideradas para análise. Os pacientes foram esclarecidos a respeito do 

objetivo da pesquisa, não tendo nenhuma influência sobre o tratamento em 

andamento e assinaram um termo de esclarecimento e livre consentimento. O 

trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital das Clínicas 

da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto – USP, registrado pelo processo nº: 

10540/2006 (em anexo). 
 
 
3.12. Efeito do EGS sobre a proliferação de células obtidas do fluido 
sinovial de pacientes com AR e estimuladas com colágeno II 

 

Células obtidas do líquido sinovial de pacientes com AR, sendo (1x105 

células /poço) foram colocadas para aderir por 1 hora e, em seguida, incubadas 

ou não com o EGS (0,3; 1,0 ou 3,0 glândulas/ml) por 2 horas. Após este período, 

as células foram estimuladas com colágeno do tipo II (120 μg/poço) por mais 2 

horas e, posteriormente, células mononucleares (5 x 105 células/poço) foram 

adicionadas. Como controle negativo, as células foram colocadas na presença de 

meio RPMI 1640. Em seguida, foi realizado o ensaio de proliferação celular como 

descrito abaixo.   

 

3.12.1. Ensaio de proliferação celular 

As células mononucleares com ou sem seu devido pré-tratamento e 

colocadas frente ao estímulo, foram colocadas em placas de cultura com 96 

poços de fundo chato (Corning, New York) por um período de 72h em estufa a 

37ºC com 5% CO2. Decorrido o período de incubação, as culturas foram pulsadas 

com metil-3H-timidina (Amersham Life Science, Bukinghamshire, UK) por 18 

horas e, então, as células foram transferidas para o papel de filtro (Cell Harvest), 

das quais mediu-se a radioatividade beta. A média de contagem por minuto (CPM 

± EPM) foi determinada em triplicata. 
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3.13. Efeito do EGS sobre a proliferação de células obtidas de sangue 
periférico de pacientes com AR e de sangue de indivíduos saudáveis 
estimuladas com fitohemaglutinina (PHA) 

 

As células mononucleares (5 x 105 células/poço) isoladas do sangue 

periférico de indivíduos saudáveis e de pacientes com AR foram pré-tratadas ou 

não com o EGS (0,3; 1,0 ou 3,0 glândulas/ml) por 2 horas. Após este período, as 

células foram estimuladas com PHA (10 μg/ml). Como controle negativo, as 

células foram colocadas na presença de meio RPMI 1640. Em seguida, foi  

realizado o ensaio de proliferação celular como descrito acima.   

 

 

3.14. Obtenção de neutrófilos da medula óssea do fêmur e tíbia de 
camundongos e de sangue periférico de pacientes com AR 

 

As células obtidas da medula óssea do fêmur e tíbia dos animais BALB/c, 

de animais não responsivos para LPS (C3H/HeJ) e seu controle (C3H/HePAS) e 

de animais C57BL/6 e deficientes para TLR2 e de sangue periférico de pacientes 

com AR e de indivíduos saudáveis foram separados em gradiente de Percoll 

(Sigma). Para as células obtidas de humanos foram utilizadas soluções de Percoll 

nas concentrações de 72%, 63%, 54% e 45%. Dois mililitros de cada solução 

foram adicionados em tubo falcon de 15 mL, na seguinte ordem, do fundo do tubo 

para cima: 1ª sol. de Percoll 72%, 2ª sol 63%, 3ª sol 54% e 4ª sol 45%. Dois 

mililitros e meio de sangue com EDTA foi adicionado no topo das soluções de 

Percoll e centrifugado a 650 g, por 30 minutos, à temperatura ambiente. As 

células obtidas de camundongos, em um volume de 2 mL, foram transferidas 

para um tubo falcon sobre um gradiente de Percoll (72% e 65%, 3 mL de cada 

solução) e centrifugado a 1200 g, por 30 minutos, à temperatura ambiente. A 

interface obtida (neutrófilos) foi coletada e lavada duas vezes em meio RPMI 

1640.  
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3.15. Ensaio de quimiotaxia de neutrófilos frente a estímulos quimiotáxicos 
 

Os neutrófilos isolados da medula óssea do fêmur e tíbia de camundongos 

e do sangue periférico e líquido sinovial de pacientes com AR foram 

ressuspensos em 1mL de RPMI/BSA 0,01% (soro albumina bovina; Sigma). As 

células foram contadas no contador automático de células (COUNTER) e o 

número de células foi ajustado para 1 x 106 células/mL em RPMI/BSA 0,01%. Em 

seguida, no compartimento inferior da câmara de quimiotaxia (câmara de 

Boyden; 48 poços; Neuro Probe, Inc., Cabin John, MD–USA) foi colocado 28,4µL 

de estímulo quimiotáxico e como controle da migração utilizou o meio RPMI 1640. 

Sobre o compartimento inferior foi colocado uma membrana de policarbonato 

(5µm; Poretics Membranes; Osmonics, Laboratory & Specialty Products Group; 

Livermore, CA-USA). Sobre essa membrana foi colocada uma membrana de 

polietileno, onde a parte superior da câmara foi encaixada. No compartimento 

superior foi colocado 50µL da suspensão dos neutrófilos. Em seguida, a câmara 

foi incubada em uma estufa a 37ºC com 5% CO2 por 1 hora. Após este período, a 

membrana de policarbonato foi retirada, passada em solução fisiológica, corada 

com o kit de coloração Diff-Quik (Baxter Scientific Products; Baxter Health 

Corporation, McGaw Park, IL – USA) e fixada em lâmina. Os neutrófilos foram 

contados em microscópio óptico, cinco campos (1000X) em cada poço. 

 
3.15.1.  Efeito do EGS e da proteína LJM 111 sobre a quimiotaxia de neutrófilos 

obtidos da medula óssea de camundongos BALB/c frente a MIP-2 

Os neutrófilos (1 x 106 células/mL) obtidos da medula óssea do fêmur e 

tíbia de animais BALB/c foram incubados com o meio, ou com o EGS (0,3; 1 ou 3 

glândulas/ml) ou com a proteína LJM 111 (300; 900 ou 2700 ng/ml) por 30 

minutos. Em seguida, foi realizado o ensaio de quimiotaxia de neutrófilos, como 

descrito acima, utilizando-se como estímulo quimiotáxico a quimiocina MIP-

2/CXCL2 (30 ng/ml). 

 

3.15.2. Efeito do EGS sobre a quimiotaxia de neutrófilos obtidos da medula óssea 

de camundongos C3H/HeJ, C3H/HePAS, C57BL/6 e TLR2-/- estimulados com 

MIP-2/CXCL2 
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Os neutrófilos (1 x 106 células/mL) obtidos da medula óssea do fêmur e 

tíbia de animais C3H/HeJ e C3H/HePAS foram incubados por 30 minutos com o 

EGS (3 glândulas/ml) ou não. Em seguida, foi realizado o ensaio de quimiotaxia 

de neutrófilos, como descrito acima, utilizando-se como estímulo quimiotáxico a 

quimiocina MIP-2/CXCL2 (30 ng/ml). 

 
3.15.3. Efeito do EGS sobre a quimiotaxia de neutrófilos obtidos de sangue 

periférico de indivíduos saudáveis ou de sangue e líquido sinovial de pacientes 

AR frente a IL-8/CXCL8  

Os neutrófilos (1 x 106 células/mL) obtidos do sangue periférico de 

indivíduos saudáveis ou de sangue ou fluido sinovial de pacientes com AR foram 

incubados por 30 minutos com o EGS (3 glândulas/ml). Em seguida, foi realizado 

o ensaio de quimiotaxia de neutrófilos, como descrito acima, utilizando-se como 

estímulo quimiotáxico a quimiocina IL-8/CXCL8 (20 ng/ml). 

 
3.15.4.  Efeito do EGS sobre a quimiotaxia de neutrófilos obtidos de sangue 

periférico de indivíduos saudáveis frente ao C5a, fMLP ou LTB4 

Os neutrófilos (1 x 106 células/mL) isolados do sangue periférico de 

indivíduos saudáveis foram incubados por 30 minutos com o EGS (3,0 

glândulas/ml). Em seguida, foi realizado o ensaio de quimiotaxia de neutrófilos, 

como descrito acima, utilizando-se como estímulos quimiotáxicos: C5a (10-8M), 

fMLP (10-8M) ou LTB4 (10-8M). 

 
 
3.16. Avaliação da expressão de CXCR2, C5aR, FPR1 e de LTB4R1 em 
neutrófilos por citometria de fluxo 

 

Os neutrófilos isolados da medula óssea do fêmur e tíbia de camundongos ou do 

sangue periférico de indivíduos saudáveis foram resuspensos em 1mL de 

RPMI/BSA 0,01% (soro albumina bovina; Sigma). As células foram contadas no 

contador automático de células (COUNTER) e o número de células foi ajustado 

para (5 x 105 células / tubo) em RPMI/BSA 0,01%. Em seguida, foram colocados 

30 µL de soro de coelho por tubo (para evitar ligações inespecíficas) e a 

suspensão foi incubada por 30 minutos a 4˚C. Após esse período foi 
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adicionado aos neutrófilos murinos, o anticorpo anti-CXCR2 (clone 242216; R & 

D system, Minneapolis, MN, USA) e aos neutrófilos humanos, anticorpo anti-

CXCR2 (clone 48311; R & D system), anti-fPR1 (clone 350418; R & D system), 

anti-C5aR (clone C85-4124, BD Biosciences Pharmingen; São José, C.A., 

USA) ou anti-LTB4R1 (clone 203/14F11; R & D system) marcados com 

ficoeritrina (PE) e, posteriormente, os tubos foram incubados por 30 minutos a 

4˚C. Em seguida, as células foram lavadas 2 vezes com PBS-BSA, por 10 

minutos à 500 x g, e suspensas com 100μl de PBS-formol a 1%. A aquisição 

das células foi realizada em citômetro de fluxo (FACscan; Becton Dickinson, 

San Jose, USA), utilizando o canal de fluorescência 2 (FL2) para PE. As 

análises foram feitas usando programas “Cell Quest” (CELLQuest software; BD 

Biosciences) e “WinMDI” (WinMIDv2.8; The Scripps Research Institute, USA) 

os quais permitem analisar todas as células adquiridas (20000/amostra) ou 

apenas determinadas populações, individualizadas por janelas (“Gates”) 

estabelecidas com base em parâmetros de tamanho (FSC) e granularidade 

(SSC) ou fluorescência (FL). 

 

3.16.1. Efeito do EGS sobre a expressão de CXCR2 em neutrófilos isolados da 

medula óssea de camundongos BALB/c  

 Os neutrófilos (5 x 105 células/tubo) isolados da medula óssea de 

camundongos BALB/c foram incubados por 30 minutos com o EGS (3,0 

glândulas/ml). Em seguida, foi realizada a avaliação da expressão do receptor 

CXCR2, como descrito acima. 

 

3.16.2.  Efeito do EGS sobre a expressão de CXCR2 em neutrófilos isolados de 

sangue periférico de pacientes com AR  

 Os neutrófilos (5 x 105 células / tubo) isolados de sangue periférico de 

pacientes com AR foram incubados por 30 minutos com o EGS (3,0 

glândulas/ml). Em seguida, foi realizada a avaliação da expressão do receptor 

CXCR2 como descrito acima. 

 

3.16.3.  Efeito do EGS sobre a expressão de C5aR, FPR1 ou de LTB4R1 em 

neutrófilos isolados de sangue periférico de indivíduos saudáveis 
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 Os neutrófilos (5 x 105 células / tubo) isolados de sangue periférico de 

pacientes com AR foram incubados por 30 minutos com o EGS (3,0 

glândulas/ml). Em seguida, foi realizada a avaliação da expressão do receptor 

C5aR, FPR1 ou de LTB4R1 como descrito acima. 

 

3.17. Imunofluorescência para avaliação do conteúdo de F-actina em 
neutrófilos frente a estímulo quimiotáxico 

 

O conteúdo de F-actina foi determinado em neutrófilos por microscopia 

de fluorescência. Brevemente, os neutrófilos foram sedimentados em lâminas 

com o auxílio de citocentrífuga (Cytospin 3-Shandon) e fixados com 

paraformaldeído a 4% por 20 minutos. As células fixadas foram lavadas e 

permeabilizadas com Triton-X a 1% por 5 minutos. O conteúdo de F-actina foi 

corado com faloidina marcada com rodamina (diluição de 1:3000) por 2 horas. 

A análise microscópica das imagens fluorescentes foi realizada com o auxílio 

de microscópio de fluorescência (Olympus BX40-F4; Tokyo, Japan) equipados 

com apropriados filtros para rodamina. A captura de imagens foi realizada com 

o auxílio de uma câmera acoplada a um programa de aquisição de imagens 

CoolSNAP (Photometrics, Tucson, AR). Todas as imagens foram capturadas 

com o mesmo tempo de exposição, contraste, brilho e analisadas pelo 

programa Image-Pro Plus 4.0 (Media Cybernetics). Células de 5 campos 

aleatórios foram analisadas. Os resultados estão apresentados como média ± 

EPM da intensidade de fluorescência de F-actina.  

 

3.17.1. Efeito do EGS e da proteína LJM 111 sobre o conteúdo de F-actina em 

neutrófilos obtidos da medula óssea de camundongos BALB/c frente a MIP-

2/CXCL2 Os neutrófilos (1 x 106 células/ml) obtidos da medula óssea do fêmur e 

tíbia de animais BALB/c foram incubados por 30 minutos com o meio, ou com o 

EGS (3 glândulas/ml) ou com a proteína LJM 111 (2700 ng/ml) por 30 minutos. 

Em seguida, foi realizado o experimento de imunofluorescência para avaliação 

do conteúdo de F-actina em neutrófilos, como descrito acima, utilizando-se 

como estímulo quimiotáxico a quimiocina MIP-2/CXCL2 (30 ng/ml). 
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3.17.2. Efeito do EGS sobre o conteúdo de F-actina em neutrófilos obtidos de 

sangue periférico de pacientes com AR frente a IL-8  

Os neutrófilos (1 x 106 células/mL) obtidos do sangue periférico de 

pacientes com AR foram incubados por 30 minutos com o EGS (3 glândulas/ml). 

Em seguida, foi realizado o experimento de imunofluorescência para avaliação 

do conteúdo de F-actina em neutrófilos, como descrito acima, utilizando-se 

como estímulo quimiotáxico a IL-8/CXCL8 (20 ng/ml). 

 
 
3.18. Avaliação da dinâmica de cálcio intracelular por microscopia 
confocal em neutrófilos obtidos do sangue periférico de indivíduos 
saudáveis e pré-tratados ou não com o EGS frente a IL-8/CXCL8 

 

Os neutrófilos (1x106 células/mL) isolados do sangue periférico de 

indivíduos saudáveis foram incubados com 5 μM do indicador de cálcio 

intracelular Fluo-3 AM (Molecular Probes) por 1 hora no escuro em temperatura 

ambiente. Em seguida, os neutrófilos foram lavados 3 vezes e incubados em 

placas de cultura contendo uma lamínula de vidro aderida ao fundo com o EGS 

(1 ou 3 gl/ml) por 30 minutos. A fluorescência emitida pelas células foi avaliada 

através de imagens obtidas por microscopia confocal (Leica, SP5). O estímulo 

IL-8/CXCL8 (10 ng/ml) foi administrado no tampão durante a aquisição das 

imagens. Os dados foram mostrados como variação de intensidade de 

fluorescência dividida pela fluorescência basal (∆F/F0). 

 
 
3.19. Imunofluorescência para avaliação da expressão de GRK-2 em 
neutrófilos  
  

 Para análise da expressão de GRK-2, os neutrófilos foram sedimentados 

em lâminas com o auxílio de citocentrífuga (Cytospin 3-Shandon) e fixados com 

paraformaldeído a 4% por 20 minutos. As células fixadas foram lavadas e 

permeabilizadas com Triton-X a 1% por 5 minutos. Em seguida, os neutrófilos 

foram incubados com anticorpo anti-GRK-2 feito em coelho ou isotipo controle 

(Santa Cruz Biotecnologia) durante 12 horas. Após este período, foi adicionado o 

 



--------------------------------------------------------------------------Metodologia   

 

54

anticorpo Alexa-Fluor 594 anti-coelho feito em cabra (Invitrogen). Análise 

microscópica de imagens fluorescentes foi analisada como descrito acima para a 

análise do conteúdo de F-actina.  

 

3.19.1. Efeito do EGS sobre a expressão de GRK-2 em neutrófilos isolados da 

medula óssea de camundongos BALB/c  

 Os neutrófilos (1 x 106 células/ml) obtidos da medula óssea do fêmur e 

tíbia de animais BALB/c foram incubados por 30 minutos com o meio ou com o 

EGS (3 glândulas/ml) por 30 minutos. Em seguida, foi realizado o experimento 

de imunofluorescência para avaliação de GRK-2 em neutrófilos, como descrito 

acima. 

 

3.19.2.  Efeito do EGS sobre a expressão de GRK-2 em neutrófilos isolados de 

sangue periférico de pacientes com AR  

Os neutrófilos (1 x 106 células/mL) obtidos do sangue periférico de 

pacientes com AR foram incubados ou não com o EGS (3 glândulas/ml) por 30 

minutos. Em seguida, foi realizado o experimento de imunofluorescência para 

avaliação de GRK-2 em neutrófilos, como descrito acima. 

 

 
3.20. Análise estatística 

 

Nos casos de diferentes tratamentos, o teste de análise de variância 

(ANOVA) foi utilizado para comparar as alterações entre eles. Em todos os 

casos, as comparações foram testadas com teste de Bonferroni (comparações 

múltiplas) ou teste t de Student (comparações entre duas amostras) para 

amostras não pareadas. O número (n) de animais por grupo experimental está 

descrito nas legendas das figuras. Os resultados foram expressos como média 

± erro padrão da média (EPM) e as diferenças foram consideradas 

estatisticamente diferentes para p< 0,05. 
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4. Resultados 
 
4.1. Efeito do extrato de glândula salivar (EGS) de Lutzomyia longipalpis 
sobre parâmetros inflamatórios em modelo experimental de artrite e o 
mecanismo envolvido 

 

Primeiramente, confirmamos, como descrito por Monteiro et al (Monteiro, 

Nogueira et al., 2005), o efeito inibitório do EGS (1 glândula/animal; i.v.) sobre 

o recrutamento de neutrófilos para a cavidade peritoneal em animais 

imunizados e desafiados com injeção intraperitoneal com OVA (10 

μg/cavidade) quando comparado com os animais imunizados pré-tratados com 

salina e desafiados com OVA (Figura 1A). Nosso próximo passo foi investigar 

o efeito do EGS em outro modelo de inflamação imune, utilizando como 

antígeno, a mBSA, a fim de avaliarmos se o EGS é capaz de modular a 

resposta imune induzida por diferentes agentes inflamatórios. Do mesmo 

modo, observamos que o EGS também reduziu significativamente a migração 

de neutrófilos para a cavidade peritoneal em camundongos previamente 

imunizados e desafiados com mBSA (30 μg/cavidade; i.p.) em comparação 

com animais imunizados pré-tratados com salina e desafiados com mBSA 

(Figura 1B).  
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Figura 1. Extrato de glândulas salivares (EGS) de Lutzomyia longipalpis reduz a migração de 
neutrófilos para a cavidade peritoneal em animais imunizados e desafiados com OVA e 
mBSA, respectivamente. Os animais imunizados foram pré-tratados com o EGS (1 

glândula/animal, via intravenosa) e 48 hs após foram desafiados intra-peritonealmente com OVA 

(A, 10 μg/cavidade) ou mBSA (B, 30 μg/cavidade). A contagem da migração de neutrófilos para a 

cavidade peritoneal foi realizada 6 h após o desafio com o antígeno. Os resultados estão 

expressos como média ± EPM do número de neutrófilos por cavidade e são representativos de três 

diferentes experimentos (n=5 por grupo). *p< 0.05 quando comparado ao grupo desafiado com 

salina; #p< 0.05 quando comparado ao grupo pré-tratado com salina e desafiado com o antígeno 

(ANOVA seguido do teste de Bonferroni).  
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Além disso, avaliamos o efeito anti-inflamatório do EGS em modelos 

experimentais de artrite, visto que a investigação do efeito de um composto em 

modelos experimentais que mimetizam, embora parcialmente, uma patologia é 

de fundamental importância para o desenvolvimento futuro de novos 

medicamentos. Como demonstrado na Figura 2A, o tratamento com o EGS 

administrado uma vez ao dia, na dose de 1 glândula/animal, foi capaz de 

reduzir os escores clínicos, como eritema ou edema em camundongos com 

artrite induzida por colágeno do tipo II quando comparado com os animais 

artríticos tratados com salina diariamente (controle positivo). Ainda, estendendo 

nossa hipótese, testamos o efeito do EGS no modelo de artrite induzida por 

antígeno (AIA) e observamos que este também inibiu o recrutamento de 

neutrófilos para a cavidade articular em animais imunizados e desafiados com 

mBSA na articulação fêmur-tibial (Figura 2B).   

Visto que na artrite, a dor é um dos principais sintomas presentes e que 

pode levar a incapacitação da realização de atividades diárias (Wong, 1993; 

Schaible, Ebersberger et al., 2002), nosso próximo passo foi investigar se o 

EGS poderia modular negativamente a hipernocicepção mecânica em animais 

imunizados e desafiados com mBSA. Nossos resultados demonstraram que o 

pré-tratamento com o EGS (1 glândula/animal) reduziu a hipernocicepção nos 

animais imunizados e desafiados com mBSA quando comparados com os 

animais imunizados pré-tratados com salina e desafiados com mBSA (Figura 
2C). Uma vez que a artrite reumatóide apresenta uma patogênese complexa, 

com vários fatores envolvidos, entre eles, o processo de lesão articular (Sohen, 

2003; Koenders, Lubberts et al., 2005), nosso próximo objetivo foi investigar o 

efeito do EGS sobre a lesão articular no modelo de AIA. Resumidamente, para 

a avaliação da lesão articular, coletamos as patelas dos animais que foram 

desafiados com mBSA ou com salina e medimos, por método colorimétrico, a 

quantidade de glicosaminoglicanos (GAGs) presente. Como podemos observar 

na Figura 2D, o pré-tratamento com o EGS (1 glândula/animal) foi capaz de 

evitar a perda de GAGs nos animais imunizados e desafiados com mBSA 

quando comparado com os animais imunizados pré-tratados com salina e 

desafiados com mBSA. Este dado é muito importante, uma vez que o EGS 

além de inibir o recrutamento de neutrófilos, está tendo um efeito benéfico no 

processo de lesão articular.  
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Figura 2: Efeito do extrato de glândulas salivares (EGS) sobre vários parâmetros inflamatórios 
em modelo de artrite induzida por colágeno e em modelo de AIA. (A) Camundongos DBA/1J 

imunizados com colágeno do tipo II foram tratados, ou não, com o EGS (1 gl/animal, uma vez ao dia) 

após o aparecimento dos primeiros sinais de inflamação, apresentados no gráfico como escore 

clínico. (B-C) Animais BALB/c imunizados foram pré-tratados com o EGS (1 gl/animal) e desafiados 

intra-articularmente com 10 μg/cavidade de mBSA para avaliação da migração de neutrófilos (B) ou 

com 30 μg/cavidade articular de mBSA para mensuração de hipernocicepção mecânica (C). A 

hipernocicepção mecânica foi mensurada com auxílio do aparelho VonFrey. (D) Camundongos 

BALB/c imunizados foram tratados, ou não, com o EGS (1 gl/animal, uma vez ao dia) durante 6 dias, 

sendo no primeiro e no terceiro dia desafiados intra-articularmente com mBSA (40 μg/cavidade 

articular). As patelas foram coletadas e medida a quantidade de glicosaminoglicanos (GAG) como 

descrito na metodologia. Em todos os experimentos, um grupo de animais foi desafiado com salina, 

como controle negativo. *p< 0,05 quando comparado ao grupo desafiado com salina. #p< 0,05 

quando comparado ao grupo desafiado com mBSA (ANOVA seguido do teste de Bonferroni). 
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Uma vez que dados da literatura demonstram que citocinas pró-

inflamatórias estão claramente envolvidas no recrutamento de neutrófilos e na 

hipernocicepção mecânica (Yu, Ruddy et al., 2007; Cunha, Verri et al., 2008), 

nós investigamos se o pré-tratamento com o EGS in vitro poderia  modular 

negativamente a liberação de mediadores inflamatórios em células obtidas de 

linfonodos de animais imunizados com mBSA. Como apresentado na Figura 3, 

o pré-tratamento com o EGS foi capaz de inibir os níveis de IL-17 (Figura 3A), 

IFN-γ (Figura 3B) e TNF-α (Figura 3C) quando comparados com a liberação 

de mediadores inflamatórios em células pré-tratadas com meio e estimuladas 

com mBSA.  
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Figura 3: Extrato de glândulas salivares (EGS) reduz os níveis de sobrenadante de IL-17, 

IFN-γ e TNF-α em células estimuladas com mBSA. Células obtidas de linfonodos de 

animais imunizados foram incubadas na presença ou não de EGS (0,1; 0,3 ou 1 gl/ml) por 2 

horas e então estimuladas com mBSA (10 µg/ml). O sobrenadante foi coletado 36 horas após 

para mensuração de IL-17 (A), IFN-γ (B) e TNF-α (C). Os resultados estão expressos como 

média ± EPM e são representativos de três diferentes experimentos. *p< 0,05 quando 

comparado ao grupo incubado com meio. #p< 0.05 quando comparado ao grupo incubado com 

mBSA (ANOVA seguido do teste de Bonferroni). 
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O desenvolvimento de um processo inflamatório é resultado da 

capacidade de células apresentadoras de antígenos (APCs) ativarem linfócitos 

TCD4+ específicos, resultando na liberação de mediadores pró-inflamatórios 

envolvidos no recrutamento neutrofílico. Visto que o EGS interferiu tanto na 

liberação dos mediadores inflamatórios (Figura 3) bem como na migração do 

polimorfonucleares em diferentes modelos experimentais (Figuras 1 e 2), nós 

questionamos se o EGS poderia interferir no processo de apresentação de 

antígenos, limitando a ativação de linfócitos TCD4+ e, consequentemente, a 

liberação dos mediadores pró-inflamatórios envolvidos na patogênese da 

artrite. Deste modo, investigamos se o EGS poderia estar modulando a 

expressão de moléculas presentes em células dendríticas (DCs) quando 

estimuladas com LPS. Observamos que o EGS inibiu a expressão de MHC-II e 

de CD86 e quando comparado com células incubadas com meio e estimuladas 

com LPS (Figura 4A). O EGS também reduziu os  níveis  de  TNF-α  e 

aumentou  os níveis  de IL-10  no  sobrenadante  de DCs estimuladas com LPS 

(Figura 4B). Em conjunto, nossos resultados sugerem que o mecanismo usado 

pelo EGS para inibir a resposta inflamatória induzida por mBSA pode ser por 

modular a função e maturação de DCs. Ainda, dado que as APCs, como as 

DCs, apresentam os sinais necessários para a ativação e proliferação de 

células T CD4+ (Santiago-Schwarz, Anand et al., 2001), investigamos se o EGS 

seria capaz de inibir a proliferação de linfócitos T, uma vez que o EGS foi 

capaz de modular negativamente a função das DCs. Para isto, realizamos o 

ensaio com APCs coletadas do líquido sinovial de pacientes com AR e 

estimuladas com colágeno do tipo II, provável antígeno da AR e que induz 

proliferação celular (Kim, Kim et al., 1999) e incubadas juntamente com 

linfócitos obtidos do líquido sinovial do mesmo paciente. Observamos que o 

grupo de células pré-tratadas com o EGS, em todas as concentrações 

testadas, apresentou uma menor proliferação celular do que o grupo de células 

não tratadas e estimuladas com colágeno (Figura 5). Além do EGS não inibir a 

proliferação celular frente a um estímulo inespecífico, como a fitohemaglutinina 

(PHA, Figura 6). 
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Figura 4: Efeito do extrato de glândulas salivares (EGS) sobre a expressão de CD86, 

MHC-II e produção de TNF-α e IL-10 em células dendríticas estimuladas com LPS. 

Células dendríticas foram pré-tratadas, ou não, com EGS (3 gl/ml) por 12 horas e estimuladas 

com LPS. As células foram coletadas 24 horas após para mensuração da intensidade de 

fluorescência das moléculas em aparelho de citometria de fluxo (A) e dosagem de TNF-α e IL-

10 no sobrenadante da cultura (B). Como controle negativo, as células dendríticas foram 

incubadas com meio. Todos os experimentos foram repetidos duas vezes. *p< 0,05 quando 

comparado ao grupo incubado com meio. #p< 0,05 quando comparado ao grupo incubado com 

LPS (ANOVA seguido do teste de Bonferroni).  
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Figura 5: Extrato de glândulas salivares (EGS) de Lutzomyia longipalpis  inibe a 
proliferação induzida por colágeno II de células mononucleares obtidas do fluido 
sinovial de paciente com artrite reumatóide (AR). Células apresentadoras de antígenos 

(APCs) obtidas do líquido sinovial de pacientes com AR foram colocadas para aderir por 1 

hora em placas de 96 poços e incubadas em triplicata na presença do EGS (0,3; 1,0 ou 3,0 

glândulas/ml) por 2 horas e então estimuladas com colágeno II (120μg/ml) por mais 2 horas. 

Células mononucleares foram adicionados na proporção de 5:1 em relação às APCs em 

cultura por 72 horas e em seguida foi adicionada timidina triciada por 18h. A proliferação 

celular foi avaliada após esse tempo. Como controle negativo, as células foram colocadas na 

presença de meio. Os resultados estão expressos como contagem por minuto (CPM) (n=2). 

*p< 0,05 quando comparado ao grupo incubado com meio; *p< 0,05 quando comparado ao 

grupo incubado com colágeno II (ANOVA seguido do teste de Bonferroni). 
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Figura 6: Extrato de glândulas salivares (EGS) de Lutzomyia longipalpis não reduz a 
proliferação de células mononucleares obtidas de sangue periférico de indivíduos 
saudáveis e de pacientes com artrite reumatóide (AR) induzida por fitohemaglutinina 
(PHA). Células mononucleares obtidas do sangue periférico de indivíduos saudáveis (A) e de 

pacientes com AR (B) foram incubadas em triplicata na presença de EGS (0,3; 1,0 ou 3,0 

glândulas/ml) por 2 horas e então estimuladas com PHA (10μg/ml) por 72 horas e em seguida 

foi adicionada timidina triciada por 18h. A proliferação celular foi avaliada após esse tempo. 

Como controle negativo, as células foram colocadas na presença de meio. Os resultados estão 

expressos como contagem por minuto (CPM) e são representativos de dois diferentes 

experimentos (n=2 por grupo). *p< 0,05 quando comparado ao grupo incubado com meio 

(ANOVA seguido do teste de Bonferroni). 
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4.2. Efeito do EGS sobre a quimiotaxia in vitro de neutrófilos e avaliação 
dos mecanismos envolvidos 

 

Como mostrado anteriormente, o EGS inibiu a migração de neutrófilos 

em modelo experimental de artrite. Todavia, não é conhecido o efeito deste 

diretamente sobre os neutrófilos. Este fato nos levou a pesquisar o efeito do 

EGS in vitro sobre a quimiotaxia de neutrófilos isolados da medula óssea de 

camundongos BALB/c. Como podemos observar na Figura 7A, o EGS (0,3; 1 

ou 3 gl/ml) reduziu a quimiotaxia de neutrófilos frente à quimiocina MIP-

2/CXCL2. Desde que se sabe que o complexo sistema de quimiotaxia de 

neutrófilos frente a um estímulo quimiotáxico envolve mecanismos integrados, 

avaliamos se o EGS seria capaz de inibir a polimerização de actina em 

neutrófilos obtidos da medula óssea de camundongos BALB/c e estimulados 

com MIP-2/CXCL2. De acordo com a Figura 7B, o pré-tratamento com o EGS 

(3 gl/ml) reduziu a intensidade de fluorescência de F-actina nos neutrófilos 

estimulados com MIP-2/CXCL2, quando comparado com a intensidade de 

fluorescência de F-actina de neutrófilos pré-tratados com meio e estimulados 

com a mesma quimiocina.  
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Figura 7: Extrato de glândulas salivares (EGS) de Lutzomyia longipalpis inibe a 
quimiotaxia e polimerização de actina em neutrófilos obtidos da medula óssea de 
camundongos BALB/c. (A) Os neutrófilos foram pré-tratados com o EGS (0,3; 1,0 ou 3,0 

glândulas/ml) por 30 minutos e colocados para migrar por 1 hora em câmara de boyden frente 

a MIP-2/CXCL2 (20 ng/ml). Os resultados estão expressos como média ± EPM do número de 

neutrófilos emigrados frente ao estímulo. (B) Filamentos de F-actina foram corados com 

faloidina-rodamina e observados por microscopia óptica (x400) em neutrófilos pré-tratados ou 

não com EGS (3 glândulas/ml) por 30 minutos e a intensidade de fluorescência de F-actina 

quantificada utilizando o programa Image J. Os resultados estão expressos como média ± 

EPM da intensidade de fluorescência de F-actina. Todos os experimentos foram repetidos três 

vezes. Como controle negativo, os neutrófilos foram incubados com meio. *p< 0,05 quando 

comparado ao grupo incubado com meio; #p< 0.05 quando comparado ao grupo estimulado 

com MIP-2/CXCL2 (ANOVA seguido do teste de Bonferroni).  
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Nosso próximo passo foi investigar se o EGS poderia estar reduzindo a 

quimiotaxia, através da internalização do receptor CXCR2 em neutrófilos 

isolados da medula óssea de camundongos. Observamos que neutrófilos pré-

tratados com o EGS (3 glândulas/ml, por 30 minutos) apresentaram uma menor 

expressão do receptor CXCR2 do que neutrófilos pré-tratados somente com 

meio de cultura (Figura 8A). Ademais, investigamos o efeito do EGS sobre a 

expressão de quinase de receptor acoplado a proteína G-2 (GRK-2), a qual 

fosforila o receptor acoplado a proteína G (GPCR) levando a internalização do 

receptor (Ferguson, 2001; Gainetdinov et al., 1999). Condizente com os dados 

da internalização do receptor CXCR2 induzida pelo EGS, nós observamos que 

o EGS foi capaz de aumentar a expressão de GRK-2 (Figura 8B) em 

neutrófilos obtidos da medula óssea de camundongos BALB/c.  
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Figura 8: Extrato de glândulas salivares (EGS) de Lutzomyia longipalpis induz 
internalização de CXCR2 e aumento na expressão de quinase 2 do receptor acoplado a 
proteína G (GRK-2) em neutrófilos obtidos da medula óssea de camundongos BALB/c. 
(A) Neutrófilos foram pré-tratados, ou não, com o EGS (3,0 glândulas/ml) por 30 minutos e, em 

seguida a expressão de CXCR2 marcado com ficoeritrina (PE) foi  analisada no aparelho de 

citometria de fluxo. Os resultados estão expressos como intensidade de fluorescência média e 

são representativos de três diferentes experimentos. (B) Neutrófilos foram pré-tratados, ou 

não, com o EGS (3,0 glândulas/ml) por 30 minutos e a expressão de GRK-2 foi avaliada por 

imunocitoquímica pela marcação com GRK-2 – PE, observados por microscopia óptica (x400) 

e a intensidade de fluorescência de F-actina quantificada utilizando o programa Image J. #p< 

0.05 quando comparado ao grupo sem tratamento (teste T de students). 
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Vários estudos têm investigado o papel de agonistas dos receptores 

TLR2 e TLR4 na inibição da quimiotaxia de neutrófilos, demonstrando, 

principalmente, que estes agonistas são capazes de internalizar o receptor 

CXCR2 (Lloyd, Biragyn et al., 1995; Khandaker, Xu et al., 1998; Khandaker, 

Mitchell et al., 1999; Alves-Filho, Freitas et al., 2009). Estes dados da literatura 

nos levaram a avaliar se o EGS poderia estar atuando como agonista dos 

receptores TLR2 ou TLR4, desse modo induzindo a internalização do receptor 

CXCR2. Para isso, utilizamos neutrófilos de animais deficientes para o receptor 

TLR2 e de animais não responsivos para o receptor TLR4. Nosso resultado 

demonstrou que os neutrófilos isolados da medula óssea de camundongos 

selvagens (WT e C3H/HePAS), de animais não responsivos para ligantes do 

receptor TLR4 (C3H/HeJ, Figura 9A) ou de animais deficientes para TLR2-/- 

(Figura 9B) pré-tratados com o EGS (3,0 glândulas/ml) apresentaram uma 

menor migração frente a MIP-2/CXCL2 em comparação com neutrófilos pré-

tratados somente com meio de cultura. Assim, demonstrando que o EGS não 

atua via TLR2 e 4. Além disso, este experimento com neutrófilos obtidos de 

animais C3H/HeJ, que não são responsivos para ligantes do receptor TLR4, 

nos permitiu avaliar se o efeito causado pelo EGS poderia ser uma 

contaminação com LPS. Contudo, como mostrado na Figura 9A, o EGS 

continuou inibindo a quimiotaxia de neutrófilos isolados da medula óssea de 

animais C3H/HeJ quando comparado ao efeito do EGS na quimiotaxia de 

neutrófilos obtidos da medula óssea de animais C3H/HePAS (controle), assim, 

eliminando a possibilidade de contaminação de LPS como uma causa para os 

efeitos observados. 
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Figura 9: Extrato de glândulas salivares (EGS) de Lutzomyia longipalpis inibe a 
quimiotaxia de neutrófilos obtidos da medula óssea de camundongos selvagens, não 
responsivos para LPS (C3H/HeJ) e deficientes para o receptor TLR2 (TLR2 -/-). Neutrófilos 

isolados da medula óssea de camundongos selvagens (WT e C3H/HePAS), não responsivos 

para LPS (C3H/HeJ, A) e deficientes para o receptor TLR2 (TLR2 -/-, B) foram pré-tratados, ou 

não, com o EGS (3,0 glândulas/ml) por 30 minutos e colocados para migrar por 1 hora em 

câmara de boyden frente à MIP-2/CXCL2 (20 ng/ml). Como controle negativo, os neutrófilos 

foram incubados com meio. Os resultados estão expressos como média ± EPM do número de 

neutrófilos emigrados frente ao estímulo. *p< 0,05 quando comparado ao grupo incubado com 

meio (ANOVA seguido do teste de Bonferroni). #p< 0,05 quando comparado ao grupo 

estimulado com a quimiocina (ANOVA seguido do teste de Bonferroni).  
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Posteriormente, avaliamos se o EGS também seria capaz de modular 

negativamente a quimiotaxia de neutrófilos obtidos de células isoladas de 

pacientes com AR. Como apresentado na Figura 10, o EGS inibiu a migração 

in vitro de neutrófilos obtidos de sangue periférico de indivíduos saudáveis 

(Figura 10A), como também inibiu a migração de células provenientes do 

sangue (Figura 10B) e líquido sinovial (Figura 10C) de pacientes com AR 

quando estimulados com IL-8/CXCL8. Além disso, o EGS inibiu a 

polimerização dos filamentos de F-actina nos neutrófilos isolados do sangue 

periférico de pacientes com AR e estimulados com IL-8/CXCL8 (Figura 11A), 

quando comparados a neutrófilos pré-tratados com meio de cultura e 

estimulados com a IL-8/CXCL8. Ademais, neutrófilos incubados com o EGS (3 

glândulas/ml) apresentaram redução da expressão do receptor CXCR2 (Figura 
11B) e aumento da expressão de GRK-2 (Figura 11C) quando comparado a 

neutrófilos pré-tratados somente com meio de cultura. Em conjunto, nossos 

resultados demonstraram que o EGS foi capaz de inibir a quimiotaxia de 

neutrófilos circulantes isolados do sangue humano e sugerindo que este 

fenômeno esteja relacionado com o aumento da expressão de GRK-2 e 

internalização do receptor CXCR2 na membrana destas células.  
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Figura 10: Extrato de glândulas salivares (EGS) de Lutzomyia longipalpis inibe a 
quimiotaxia de neutrófilos obtidos de sangue periférico de indivíduos saudáveis e de 
sangue e líquido sinovial de pacientes com AR estimulados com IL-8/CXCL8. Neutrófilos 

isolados do sangue periférico de indivíduos saudáveis (A) e de pacientes com AR (B) e do 

líquido sinovial de pacientes com AR (C) foram pré-tratados com o EGS (0,3; 1,0 ou 3,0 

glândulas/ml) por 30 minutos e colocados para migrar por 1 hora em câmara de boyden frente 

a IL-8/CXCL8 (20 ng/ml). Como controle negativo, os neutrófilos foram incubados com meio. 

Os resultados estão expressos como média ± EPM do número de neutrófilos emigrados frente 

a IL-8/CXCL8 e são representativos de dois diferentes experimentos. *p< 0,05 quando 

comparado ao grupo estimulado com meio; #p< 0,05 quando comparado ao grupo pré-tratado 

com meio e estimulado com IL-8/CXCL8 (ANOVA seguido do teste de Bonferroni).  
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Figura 11: Extrato de glândulas salivares (EGS) de Lutzomyia longipalpis reduz a 
polimerização de actina e expressão de CXCR2 e aumenta a expressão de GRK-2 em 
neutrófilos obtidos do sangue periférico de pacientes com artrite reumatóide (AR). Os 

neutrófilos foram pré-tratados, ou não, com o EGS (3 glândulas/ml) e em seguida: (A) Os 

filamentos de F-actina dos neutrófilos foram corados com faloidina-rodamina e observados por 

microscopia óptica (x400) e a intensidade de fluorescência de F-actina quantificada utilizando o 

programa Image J. Os resultados estão expressos como média ± EPM da intensidade de 

fluorescência de F-actina e são representativos de dois diferentes experimentos. (B) Expressão 

de CXCR2 em neutrófilos avaliado por experimento de citometria de fluxo. (D) Expressão de 

GRK-2 foi avaliada pela marcação com GRK-2 – PE e observados por microscopia óptica 

(x400. Como controle negativo (C) os neutrófilos foram incubados com meio. *p< 0,05 quando 

comparado ao grupo incubado com meio #p< 0.05 quando comparado ao grupo estimulado 

com IL-8/CXCL8 (teste T de students ou ANOVA seguido do teste de Bonferroni). 
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Dado que a migração celular é um processo multimediado e que 

apresenta vários componentes envolvidos como o C5a, fMLP, LTB4, entre 

outros, nosso próximo passo foi investigar o efeito do EGS em modular a 

quimioaxia de neutrófilos frente a outros receptores, uma vez que observamos 

o efeito do EGS em reduzir a quimiotaxia de neutrófilos estimulados com IL-

8/CXCL8. Para isto, avaliamos o efeito do EGS na quimiotaxia de neutrófilos 

frente a outros estímulos quimiotáxicos como o C5a, fMLP e LTB4. 

Observamos que neutrófilos isolados do sangue periférico de indivíduos 

saudáveis pré-tratados com o EGS (3 glândulas/ml) não apresentaram uma 

redução na quimiotaxia frente ao C5a, fMLP ou LTB4 quando comparados a 

neutrófilos pré-tratados com meio e estimulados com os respectivos estímulos 

quimiotáxicos (Figura 12), ao contrário do efeito causado pelo EGS em 

diminuir a quimiotaxia de neutrófilos quando estimulados com IL-8/CXCL8. A 

fim de confirmarmos o efeito seletivo do EGS para o receptor CXCR2, 

investigamos se o EGS seria capaz de induzir a internalização do receptor 

CD88 (ligante do C5a), do receptor BLT1 (ligante do LTB4) e do FPR1 (ligante 

do fMLP) em neutrófilos isolados do sangue periférico de indivíduos saudáveis. 

Interessantemente, como observado na quimiotaxia, notamos que neutrófilos 

pré-tratados com o EGS (3 glândulas/ml, por 30 minutos) apresentaram uma  

expressão dos receptores CD88, BLT1 e FPR1 semelhante à expressão destes 

receptores em neutrófilos pré-tratados somente com meio de cultura (Figura 
13). 
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Figura 12: Extrato de glândulas salivares (EGS) de Lutzomyia longipalpis não inibe a 
quimiotaxia de neutrófilos obtidos de sangue periférico de indivíduos saudáveis 
estimulados com C5a, fMLP ou LTB4. Neutrófilos isolados do sangue periférico de indivíduos 

saudáveis foram pré-tratados com o EGS (3,0 glândulas/ml) por 30 minutos e colocados para 

migrar por 1 hora em câmara de boyden frente ao LTB4, C5a ou fMLP (10-8 M). Como controle 

negativo, os neutrófilos foram incubados com meio. Os resultados estão expressos como 

média ± EPM do número de neutrófilos emigrados frente ao estímulo e são representativos de 

dois diferentes experimentos (n=2 por grupo). *p< 0,05 quando comparado ao grupo 

estimulado com meio (ANOVA seguido do teste de Bonferroni).  
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Figura 13: Extrato de glândulas salivares (EGS) de Lutzomyia longipalpis não induz 
internalização de receptor para LTB4, C5a ou fMLP em neutrófilos obtidos de sangue 
periférico de indivíduos saudáveis. Neutrófilos foram pré-tratados, ou não, com o EGS (3,0 

glândulas/ml) por 30 minutos e, em seguida as expressões dos receptores para C5a (C5aR, 

A), para fMLP (FPR1, B) ou para LTB4 (LTB4R1, C) marcados com ficoeritrina (PE) foram  

analisadas no aparelho de citometria de fluxo. Os resultados estão expressos como 

intensidade de fluorescência média e são representativos de dois diferentes experimentos.  
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Além da IL-8/CXCL8 estimular a migração de neutrófilos, esta também 

induz aumento do cálcio citosólico livre, o qual tem relatos na literatura 

demonstrando que este aumento de cálcio está envolvido com as funções 

secretórias, como, geração de intermediários reativos de oxigênio e liberação 

de enzimas lizossomais pelos neutrófilos (Elsner, Kaever et al., 1992; Ley, 

Laudanna et al., 2007). Da mesma forma, vários trabalhos demonstram que os 

processos envolvidos na motilidade dos neutrófilos requerem a formação de F-

actina (Zigmond, Slonczewski et al., 1988), no entanto, não é necessário ter o 

aumento do cálcio citosólico (Sha'afi, Shefcyk et al., 1986; Al-Mohanna e 

Hallett, 1990; Downey, Chan et al., 1990). Entretanto, é importante salientar 

que existem alguns estudos demonstrando que o cálcio é necessário para a 

migração celular (Niggli, 2003). Deste modo, nosso próximo passo foi investigar 

a influência do EGS sobre o influxo de cálcio intracelular em neutrófilos obtidos 

do sangue periférico de indivíduos saudáveis estimulados com IL-8/CXCL8. 

Como podemos observar nas Figuras 14A e 14B, o EGS nas concentrações 

de 1 e 3 glândulas/ml, não reduziu o influxo de cálcio intracelular em neutrófilos 

estimulados com IL-8/CXCL8, quando comparado com o influxo de cálcio 

intracelular nos neutrófilos pré-tratados com meio e estimulados com IL-

8/CXCL8. Ainda, observamos o nível basal de cálcio intracelular em neutrófilos 

incubados com meio (Figura 14C) e os níveis transientes elevados de cálcio 

intracelular em neutrófilos tanto estimulados com IL-8/CXCL8 (Figura 14D), 

como em neutrófilos pré-tratados com o EGS nas concentrações de 1 

glândula/ml; (Figura 14E) ou na concentração de 3 glândulas/ml; (Figura 14F) 

e estimulados com IL-8/CXCL8. Em conjunto, nossos resultados demonstraram 

que o EGS interferiu com a quimiotaxia dos neutrófilos, porém, não interferiu 

com o influxo de cálcio intracelular nos neutrófilos. 
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Figura 14: Extrato de glândulas salivares (EGS) de Lutzomyia longipalpis não reduz os 
níveis de cálcio intracelular em neutrófilos de indivíduos saudáveis estimulados com IL-
8/CXCL8. Os níveis de cálcio intracelular foram analisados por imunofluorescência em 

neutrófilos de indivíduos saudáveis pré-tratados 30 minutos antes com o EGS (1,0 ou 3,0 

glândulas/ml) e estimulados com a IL-8/CXCL8 (20 ng/ml). Como controle negativo, os 

neutrófilos foram incubados com meio. O aumento de fluorescência do indicador Fluo-3 AM foi 

observado por microscopia óptica (x400) (A) e a variação de fluorescência dividida pela 

flluorescência basal (∆F/F0) quantificada (B) utilizando o programa Image J. As figuras C, D, E 

e F mostram os níveis transientes de cálcio intracelular através da ∆F/F0 de 5 neutrófilos frente 

à aplicação de meio (C), IL-8/CXCL8 (20 ng/ml, D) do EGS (1 glândula/ml; E) ou do EGS (3 

glândulas/ml; F) por 30 minutos e após estimulados com IL-8/CXCL8 pelo tempo em segundos. 

Os resultados são representativos de dois diferentes experimentos (n=1 por grupo). *p< 0,05 

quando comparado ao grupo incubado com meio (ANOVA seguido do teste de Bonferroni). 
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4.3. Identificação de constituintes protéicos presentes no EGS que são 
responsáveis pela inibição da migração de neutrófilos em modelo 
experimental de inflamação imune e o mecanismo envolvido 

 

Com o intuito de investigarmos quais os componentes presentes no EGS 

que são os responsáveis em inibir a migração de neutrófilos em modelo 

experimental de inflamação imune, utilizamos plasmídeos contendo genes que 

codificam para as proteínas presentes no EGS, os quais foram feitos nos 

laboratórios dos profs. Dr Jesus G. Valenzuela e Dr José Marcos Ribeiro 

(National Institute of Health - NIH).  Para atender a esse propósito, 

primeiramente testamos o efeito de cinco grupos (G1, G2, G3, G4 e G5) de 

plasmídeos codificando para várias proteínas contidas no EGS, com o intuito 

de avaliar quais dos grupos contém atividade inibitória na migração de 

neutrófilos para a cavidade peritoneal em animais imunizados com OVA, para 

em uma etapa posterior avaliarmos as proteínas individualmente.  

Como podemos observar na Figura 15, o grupo 2 de plasmídeos 

contendo os genes que codificam para as proteínas LJM 11, LJL 34, LJL 13 e 

LJL 23, o grupo 3 que codifica para as proteínas LJM 10, LJL 143, LJS 142, 

LJL 17, LJM 06 e LJL 04 e o grupo 4 que codifica para as proteínas LJM, 114, 

LJM 111, LJM 78, LJS 238, LJS 169 e LJS 105 apresentaram uma redução na 

migração de neutrófilos para a cavidade peritoneal em comparação aos 

animais que receberam plasmídeo sem codificar genes para proteínas 

(controle, C). É importante salientar que os plasmídeos foram injetados por via 

intramuscular na dose de 50 µg / animal, 48 horas antes do desafio com o 

antígeno. Ademais, os grupos 1 e 5 de plasmídeo não apresentaram efeito 

inibitório na migração de neutrófilos quando comparado com a migração de 

neutrófilos dos animais que foram injetados com o plasmídeo controle (C). 

Nosso próximo passo foi investigar qual proteína contida em cada grupo de 

plasmídeo era a responsável pelo efeito observado. Deste modo, notamos que 

os plasmídeos contendo genes que codificam para a proteína LJL34 presente 

no grupo 2 (Figura 16A), LJS 142 presente no grupo 3 (Figura 16B) e LJM 111 

presente no grupo 4 (Figura 16C) são os responsáveis pela diminuição do 

recrutamento de neutrófilos para a cavidade peritoneal em animais imunizados 
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e desafiados com OVA quando comparado ao grupo de animais imunizados 

que receberam o plasmídeo controle ou salina e foram desafiados com OVA. 

Torna-se importante ressaltar que um grupo de animais não-imunizados e 

desafiados com OVA não apresentou uma migração de neutrófilos significativa 

para a cavidade peritoneal quando comparado com os animais imunizados e 

desafiados com o antígeno (dados não mostrados).   
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Figura 15: Plasmídeos codificando para os grupos (G) 2, 3 e 4 de proteínas reduzem a 
migração de neutrófilos para a cavidade peritoneal em animais imunizados e desafiados 
com OVA. Os animais imunizados foram pré-tratados com 50 µg de plasmídeo codificando 

para os grupos G1, G2, G3, G4 ou G5 e 48 hs após foram desafiados intra-peritonealmente 

com OVA (10 μg/cavidade). Um grupo de animais foi injetado com plasmídeo sem codificar 

gene para proteína (controle, C) e outro grupo foi pré-tratado com salina. A contagem da 

migração de neutrófilos para a cavidade peritoneal foi realizada 6 h após o desafio com o 

antígeno. Os resultados estão expressos como média ± EPM do número de neutrófilos por 

cavidade e são representativos de dois diferentes experimentos (n=5 por grupo). *p< 0.05 

quando comparado ao grupo desafiado com salina; #p< 0.05 quando comparado ao grupo pré-

tratado com o plasmídeo controle (C) (ANOVA seguido do teste de Bonferroni).  
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Figura 16: Plasmídeos contendo genes para as proteínas LJL 34, LJS 142 e LJM 111 
inibem o recrutamento de neutrófilos para a cavidade peritoneal em animais imunizados e 
desafiados com OVA. Os animais imunizados foram pré-tratados com 50 µg de plasmídeo 

codificando para as proteínas citadas acima, sendo que o painel A representa os plasmídeos 

codificando para proteínas presentes no G2, o painel B para o G3 e o painel C para o G4. Os 

animais imunizados foram desafiados intra-peritonealmente com OVA (10 μg/cavidade) após 48 

hs do pré-tratamento com os plasmídeos. Um grupo de animais foi injetado com plasmídeo sem 

codificar gene para proteína (controle) e outro grupo foi pré-tratado com salina. A contagem da 

migração de neutrófilos para a cavidade peritoneal foi realizada 6 h após o desafio com o 

antígeno. Os resultados estão expressos como média ± EPM do número de neutrófilos por 

cavidade e são representativos de dois diferentes experimentos (n=5 por grupo). *p< 0,05 

quando comparado ao grupo desafiado com salina; #p< 0,05 quando comparado ao grupo pré-

tratado com o plasmídeo controle (ANOVA seguido do teste de Bonferroni).  
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Simultaneamente, os laboratórios dos profs. Dr Jesus G. Valenzuela e 

Dr José Marcos Ribeiro (NIH) tentaram sintetizar as proteínas recombinantes 

LJL 34, LJS 142 e LJM 111 responsáveis pelo efeito observado por nós de 

inibir o recrutamento de neutrófilos em modelo de inflamação imune. Dentre 

essas proteínas, foi realizada a síntese da proteína LJM 111 e desta maneira, 

fomos investigar, se assim como a saliva, a proteína LJM 111 recombinante 

seria a responsável em inibir vários parâmetros inflamatórios observados 

anteriormente. Inicialmente, observamos o efeito da proteína LJM 111 na 

migração de neutrófilos e hipernocicepção mecânica utilizando o modelo de 

AIA. Como apresentado na Figura 17A, o pré-tratamento com a proteína LJM 

111 nas doses de 30, 100 ou 300 ng foi capaz de inibir a migração de 

neutrófilos para a cavidade articular em animais imunizados e desafiados com 

mBSA quando comparado a animais imunizados pré-tratados com salina e 

desafiados com mBSA. Ainda, a proteína LJM 111 (300 ng/animal) reduziu a 

hipernocicepção mecânica nos animais imunizados e desafiados com mBSA 

quando comparados a animais imunizados pré-tratados com salina e 

desafiados com mBSA (Figura 17B).  
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Figura 17: Proteína LJM 111 reduz a migração de neutrófilos e hipernocicepção mecânica em 
modelo de artrite induzida por antígeno (AIA). (A) Os animais imunizados foram pré-tratados com 

a proteína LJM 111 (30, 100 ou 300 ng por animal, via intravenosa (i.v.) e 15 minutos após foram 

desafiados com mBSA através de injeção intra-articular (10 µg/cavidade). A migração de neutrófilos 

para a cavidade articular foi avaliada 24 h após o desafio com a mBSA. Os resultados estão 

expressos como média ± EPM do número de neutrófilos por cavidade. (B) A proteína LJM 111 (300 

ng/animal) foi administrada por via i.v. nos animais previamente imunizados e 15 minutos após os 

animais foram desafiados com 30 μg/cavidade articular de mBSA para mensuração de 

hipernocicepção mecânica. A hipernocicepção mecânica foi mensurada com auxílio do aparelho 

VonFrey. Em todos os experimentos, um grupo de animais foi desafiado com salina, como controle 

negativo. *p< 0,05 quando comparado ao grupo desafiado com salina. #p< 0,05 quando comparado 

ao grupo desafiado com mBSA (ANOVA seguido do teste de Bonferroni). 
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Como relatado anteriormente, o EGS inibiu a migração in vitro de 

neutrófilos obtidos, tanto da medula óssea de camundongos, como de sangue 

e líquido sinovial de pacientes com AR e estimulados com IL-8/CXCL8. Deste 

modo, nosso próximo passo foi investigar se a proteína LJM 111, contida no 

EGS, era a responsável pelo efeito inibitório na quimiotaxia de neutrófilos. 

Como podemos observar na Figura 18 A, neutrófilos isolados da medula óssea 

de camundongos pré-tratados com a proteína LJM 111 (300, 900 ou 2700 

ng/ml) não apresentaram uma redução na quimiotaxia frente a IL-8/CXCL8 

quando comparados com neutrófilos pré-tratados com meio e estimulados com 

IL-8/CXCL8. Deste modo, para confirmarmos que a proteína LJM 111 não 

modula a migração de neutrófilos in vitro frente a IL-8/CXCL8, foi avaliado o 

efeito desta proteína sobre a polimerização de actina em neutrófilos. 

Observamos que o pré-tratamento com a proteína LJM 111 na dose de 2700 

ng/ml não reduziu a intensidade de fluorescência de F-actina em neutrófilos 

obtidos da medula óssea de camundongos e estimulados com IL-8/CXCL8 

quando comparada à intensidade de fluorescência de F-actina dos neutrófilos 

pré-tratados com meio e estimulados com IL-8/CXCL8 (Figura 18 B). Nossos 

resultados mostraram que a proteína LJM 111, presente no EGS, não é a 

responsável pelo efeito inibitório na quimiotaxia dos neutrófilos, isto nos sugere 

que outro componente, como a proteína LJS 142 ou LJL 34 presente no EGS, 

possa estar atuando na inibição da quimiotaxia dessas células frente ao 

estímulo quimiotáxico IL-8/CXCL8. 

Uma vez que a proteína LJM 111, assim como o EGS, reduziu a 

migração de neutrófilos in vivo no modelo de AIA, nós investigamos se a 

proteína LJM 111 também seria capaz de inibir os níveis de citocinas presentes 

no sobrenadante de células obtidas de linfonodos de animais imunizados e 

estimuladas com mBSA. Nossos resultados demonstraram que o pré-

tratamento com a proteína LJM 111 em todas as concentrações testadas foi 

capaz de reduzir os níveis de IL-17 (Figura 19A), IFN-γ (Figura 19B) e TNF-α 

(Figura 19C) quando comparados com a liberação de mediadores de células 

pré-tratadas com meio e estimuladas com mBSA. A partir deste resultado, 

avaliamos se a proteína LJM 111, assim como a saliva total, poderia modular a 

expressão de moléculas coestimulatórias presentes em DCs. Observamos que 

a proteína LJM 111 diminuiu a expressão de MHC-II e de CD86 e quando 
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comparado com a expressão destas moléculas em células incubadas com meio 

e estimuladas com LPS (Figura 20A). A proteína também reduziu os  níveis  de  

TNF-α  e aumentou os níveis  de IL-10  no  sobrenadante de DCs estimuladas 

com LPS (Figura 20B). Em conjunto, nossos resultados sugerem que a 

proteína LJM 111, contida no EGS, é capaz de inibir a resposta inflamatória 

induzida por mBSA por modular a função e maturação de DC. 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



--------------------------------------------------------------------------Resultados 89

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

0

7

14

21

28

35

  -           300          900          2700
LJM 111 (ng/mL)
MIP-2meio

*
A

N
eu

tr
óf

ilo
s 

/ c
am

po

 
 

                                                      
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 18: Proteína LJM 111 não reduz a quimiotaxia e polimerização de actina em 
neutrófilos obtidos da medula óssea de camundongos BALB/c. (A) Os neutrófilos foram 

pré-tratados com a proteína LJM 111 (300; 900 ou 2700 ng/ml) por 30 minutos e colocados 

para migrar por 1 hora em câmara de boyden frente à MIP-2 (20 ng/ml). Os resultados estão 

expressos como média ± EPM do número de neutrófilos emigrados frente ao estímulo. (B) 
Filamentos de F-actina foram corados com faloidina-rodamina e observados por microscopia 

óptica (x400) em neutrófilos pré-tratados ou não com LJM 111 (2700 ng/ml) por 30 minutos e a 

intensidade de fluorescência de F-actina quantificada utilizando o programa Image J. Os 

resultados estão expressos como média ± EPM da intensidade de fluorescência de F-actina. 

Todos os experimentos foram repetidos três vezes. Como controle negativo, os neutrófilos 

foram incubados com meio. *p< 0,05 quando comparado ao grupo incubado com meio; #p< 

0.05 quando comparado ao grupo estimulado com MIP-2/CXCL2 (ANOVA seguido do teste de 

Bonferroni).  
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Figura 19: Proteína LJM 111 reduz a liberação de IL-17, IFN-γ e TNF-α em células 

estimuladas com mBSA. Células obtidas de linfonodos de animais imunizados foram 

incubadas na presença ou não da proteína LJM 111 (300; 900 ou 2700 ng/ml) por 2 horas e 

então estimuladas com mBSA (10 µg/ml). O sobrenadante foi coletado 36 horas após para 

mensuração de IL-17 (A), IFN-γ (B) e TNF-α (C). Os resultados estão expressos como média ± 

EPM e são representativos de três diferentes experimentos. *p< 0,05 quando comparado ao 

grupo incubado com meio. #p< 0,05 quando comparado ao grupo incubado com mBSA 

(ANOVA seguido do teste de Bonferroni). 
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Figura 20: Efeito da proteína LJM 111 sobre a expressão de CD86, MHC-II e produção de 

TNF-α e IL-10 em células dendríticas (DCs) estimuladas com LPS. DCs foram pré-tratadas, 

ou não, com a proteína LJM 111 (2700 ng/ml) por 12 horas e estimuladas com LPS. As células 

foram coletadas 24 horas após para mensuração da intensidade de fluorescência das moléculas 

em aparelho de citometria de fluxo (A) e dosagem de TNF-α e IL-10 no sobrenadante da cultura 

(B). Como controle negativo, as DCs foram incubadas com meio. Todos os experimentos foram 

repetidos duas vezes. *p< 0,05 quando comparado ao grupo incubado com meio. #p< 0,05 

quando comparado ao grupo incubado com LPS (ANOVA seguido do teste de Bonferroni).  
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Inúmeros trabalhos têm demonstrado que a saliva de insetos 

hematófagos contém diversas substâncias com propriedades farmacológicas 

incluindo vasodilatadores, anticoagulantes, inibidores da agregação 

plaquetária, moléculas anti-inflamatórias e imunomodulatórias (Targett, 2006; 

Titus, Bishop et al., 2006). Em particular, estudos demonstram que a saliva de 

Lutzomyia longipalpis aumenta significativamente a infectividade da forma 

promastigota de L. major em camundongos BALB/c (Titus e Ribeiro, 1988; 

Warburg, Saraiva et al., 1994) por modular a resposta imune do hospedeiro 

através do aumento de citocinas com padrão de resposta Th2 e inibição da 

produção de citocinas do padrão Th1 (Mbow, Bleyenberg et al., 1998; 

Norsworthy, Sun et al., 2004). Estudos conduzidos por nosso grupo 

demonstram que o EGS de L. longipalpis inibe a migração de neutrófilos 

induzida por OVA em animais imunizados (Monteiro et al., 2005). Carregaro et 

al (Carregaro, Valenzuela et al., 2008) demonstram que a saliva de P. papatasi 

apresenta efeito anti-inflamatório por inibir a migração neutrofílica em modelo 

de inflamação imune via um mecanismo seqüencial autócrino de produção de 

PGE2 e IL-10 por células dendríticas.  

Estes estudos, ao evidenciar a capacidade de salivas de insetos 

hematófagos em regular a resposta imune somados ao entendimento de uma 

grande variedade de mecanismos patogênicos, envolvidos em doenças 

autoimune, nos levaram a investigar o efeito do EGS de L. longipalpis em 

modelo experimental de artrite. No presente estudo, nós demonstramos que o 

EGS possui propriedade anti-inflamatória por inibir a apresentação antigênica 

e, por conseguinte, a produção de citocinas e a migração de neutrófilos para o 

foco inflamatório em modelo experimental de artrite.  

Nossos dados constataram que, similar ao obtido por Monteiro et al 

(Monteiro, Nogueira et al., 2005), o pré-tratamento de animais imunizados com 

OVA inibiu o recrutamento de neutrófilos para o foco inflamatório após o 

desafio com o antígeno. De modo interessante, verificamos que a saliva 

também inibiu a migração de neutrófilos em animais imunizados e desafiados 

com outro antígeno, a mBSA. Estes resultados nos mostram que a saliva 

modula negativamente a migração celular frente a diferentes agentes 

inflamatórios e, deste modo, nos sugerem que a saliva pode prevenir danos 

teciduais causados por diversos agentes inflamatórios presentes durante a 
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evolução da artrite. O recrutamento de neutrófilos é um processo multimediado, 

resultante da liberação de diversos mediadores inflamatórios, tais como TNF-α, 

IL-17, IL-15, IL-18, LTB4 e diversas quimiocinas (Mulder e Colditz, 1993; 

Binder, Kress et al., 1999; Lee, Hong et al., 2002). Neste sentido, a artrite 

reumatóide é caracterizada pela presença excessiva de neutrófilos no fluido 

sinovial (cerca de 90% do infiltrado leucocitário), além de serem encontrados 

na cartilagem e no pannus (interface entre a cartilagem e o sítio com erosão 

ativa) de pacientes com artrite reumatóide, particularmente nos estágios iniciais 

e fases de recidiva da doença (Hollingsworth, Siegel et al., 1967; Mohr, 1995), 

sugerindo que parte do dano tecidual observado seja consequência da 

liberação de substâncias tóxicas por neutrófilos emigrados (Hampton, Kettle et 

al., 1998). Ademais, durante recidivas da artrite reumatóide ocorre um novo 

influxo dessas células (Edwards e Hallet, 1997). Um estudo realizado por 

Wipke e Allen (Wipke e Allen, 2001) utilizando o modelo de artrite com animais 

K/BxN demonstrou que animais depletados de neutrófilos com o uso de 

anticorpo monoclonal, mostraram-se resistentes aos efeitos inflamatórios do 

soro artritogênico de animais K/BxN. Interessantemente, a depleção dos 

neutrófilos 5 dias após a transferência do soro reverteu a reação inflamatória 

das articulações, demonstrando, deste modo, a importância dos neutrófilos no 

início e manutenção do processo inflamatório nas articulações. Nossos 

resultados comprovaram que a saliva de L. longipalpis inibiu a migração de 

neutrófilos para a cavidade articular em animais com AIA, o que nos leva a 

sugerir que componentes presentes na saliva possam ser importantes para o 

desenvolvimento futuro de novos arsenais terapêuticos para o tratamento da 

artrite.   

Além disso, nós avaliamos o efeito anti-inflamatório do EGS em outro 

modelo de artrite experimental, visto que é importante testar o efeito de uma 

substância com potencial terapêutico em diferentes modelos experimentais.  

Interessantemente, nossos dados demonstraram que o EGS também reduziu o 

escore clínico, avaliado através de parâmetros como formação de edema e 

eritrema em animais com artrite induzida por colágeno. Além disto, 

investigamos o efeito do EGS sobre a hipernocicepção inflamatória e sobre o 

processo de lesão articular utilizando o modelo de AIA experimental. 

Observamos que o EGS foi capaz de inibir a hipernocicepção mecânica em 
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animais desafiados com mBSA quando comparado com animais tratados com 

salina e desafiados com o antígeno e de evitar a lesão articular nos animais 

com AIA. De fato, dados do nosso laboratório demonstram que a inibição da 

migração de neutrófilos está relacionada à inibição da resposta 

hipernociceptiva (Cunha, Verri et al., 2008; Guerrero, Verri et al., 2008). Nossos 

resultados sugerem que o efeito analgésico do EGS possa ser devido a 

liberação de IL-10 e / ou inibição da liberação de mediadores pró-inflamatórios 

como PGE2 e TNF-α, ou ainda, a inibição de outros mediadores que recrutam 

polimorfonucleares para o sítio inflamado. Em acordo, dados da literatura 

demonstram que a PGE2 administrada por via intraplantar em camundongos 

causa nocicepção através da ativação dos receptores prostanóides EP3 e EP4, 

como também é capaz de induzir hipernocicepção persistente. Por outro lado, a 

IL-10 é capaz de inibir a liberação de mediadores que recrutam neutrófilos e 

dessa maneira inibir a dor inflamatória (Barsante, Roffe et al., 2005; Kassuya, 

Ferreira et al., 2007; Zeilhofer, 2007). 

A migração de neutrófilos para o foco inflamatório depende do processo 

de apresentação antigênica pelas células apresentadoras de antígenos (APCs) 

para linfócitos TCD4+. Este processo é dependente da produção de citocinas e 

de expressão de moléculas envolvidas com este processo de apresentação de 

antígenos (Van Duivenvoorde, Han et al., 2007; Vincenti, 2008). Dentre as 

APCs, as células dendríticas (DCs) são as mais importantes no início da 

autoimunidade (Bayry, Thirion et al., 2004; Martin, Capini et al., 2007; Thomson 

e Robbins, 2008). O estado de ativação das DCs pode ser modulado por 

diversos estímulos, incluindo produtos liberados por patógenos e citocinas 

(Medzhitov e Janeway, 2000; Lanzavecchia e Sallusto, 2001). Dessa forma, o 

bloqueio da função de DCs pela saliva pode ser uma etapa determinante para 

prevenir os danos teciduais observados na AR. Sendo assim, testamos a 

hipótese de que a saliva poderia estar interferindo com a função de DCs por 

suprimir a sua capacidade em apresentar o antígeno. De fato, o EGS de L. 

longipalpis inibiu a maturação das DCs, por meio da inibição da expressão de 

MHC-II e CD86. A saliva também modulou os níveis de mediadores liberados 

pelas DCs, através de um aumento na produção de IL-10 e redução da síntese 

de TNF. Além disso, Theodos e Titus (Theodos e Titus, 1993) demonstram que 

o EGS de L. longipalpis inibe a habilidade de macrófagos isolados de 
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camundongos de apresentar antígenos da Leishmania para células T 

específicas para o parasita. Deste modo, investigamos se o EGS modula a 

proliferação celular dependente de APC, utilizando um forte candidato à 

autoantígeno para a AR, o colágeno do tipo II, visto que alguns estudos 

demonstraram que a resposta de linfócitos T para o colágeno do tipo II é maior 

em pacientes com AR quando comparado com indivíduos controle ou pacientes 

com osteoartrite (Kim, Kim et al., 1999; Kim e Kim, 2005). Observamos que o 

EGS reduziu a proliferação de células obtidas do líquido sinovial de paciente 

com AR quando estimuladas com colágeno do tipo II.  

Nosso próximo passo foi avaliar o efeito do EGS sobre células 

mononucleares isoladas do sangue periférico de pacientes com AR e 

estimuladas com fitohemaglutinina (PHA), a fim de determinar se o efeito do 

EGS possa ser por atuar também em linfócitos ou somente em APCs. 

Entretanto, o EGS não inibiu a proliferação de linfócitos estimulados com PHA, 

sugerindo que o EGS inibe a proliferação celular dependente de APCs. 

No contexto da AR, as APCs apresentam antígeno às células T nos 

linfonodos drenantes e estas após passar por um período de proliferação e 

diferenciação se tornam células efetoras. De fato, as células T secretoras de IL-

17 e linfócitos T produtores de IFN-γ têm sido associados com a indução de 

muitas doenças auto-imunes (Dardalhon, Korn et al., 2008; Oukka, 2008) e as 

DCs possuem um papel central nestes processos (Bayry, Thirion et al., 2004; 

Martin, Capini et al., 2007). Os linfócitos T representam uma significante 

proporção das células inflamatórias presentes no tecido sinovial e inúmeras 

evidências suportam que a migração e ativação de linfócitos Th17 para o 

compartimento articular são supostamente fundamentais na patogênese dos 

danos teciduais nesta condição inflamatória (Bettelli, Korn et al., 2008; 

Lubberts, 2008). A citocina IL-17 está diretamente implicada na intensidade da 

degradação da cartilagem e do osso em modelo experimental de artrite (Sato, 

Suematsu et al., 2006) e camundongos selvagens desenvolvem artrite induzida 

por colágeno mais severa do que camundongos deficientes para IL-17 (Nakae, 

Nambu et al., 2003). Ainda, camundongos deficientes para os fatores de 

transcrição envolvidos na diferenciação de células T secretoras de IFN-γ, tais 

como T-bet e STAT-4, são resistentes para o desenvolvimento de 

encefalomielite auto-imune experimental (Neurath, Weigmann et al., 2002; 



----------------------------------------------------------------------------Discussão 97

Bettelli, Sullivan et al., 2004). Dado que as células T podem liberar várias 

citocinas, investigamos se o EGS seria capaz de inibir a produção de citocinas 

pró-inflamatórias em cultura de linfócitos e APCs estimuladas com antígeno. 

Observamos que células obtidas de linfonodos de animais imunizados e 

estimuladas com mBSA apresentaram uma produção reduzida de IL-17, TNF-α 

e IFN-γ quando pré-tratadas com o EGS. Em conjunto, nossos resultados 

sugerem que um dos possíveis mecanismos usados pelo EGS para inibir a 

resposta inflamatória seja por inibir a maturação de DCs e, consequentemente, 

a liberação de citocinas pró-inflamatórias.  

Nosso próximo passo foi investigar se o EGS apresentaria efeito direto 

nos neutrófilos, para isto utilizamos como ferramenta o ensaio de quimiotaxia 

de neutrófilos frente a IL-8/CXCL8. Esta quimiocina é conhecida como um fator 

quimiotáxico na migração de neutrófilos para a cavidade articular, o que pode 

ser confirmado pela presença destas células no fluido sinovial (Brennan, 

Zachariae et al., 1990). Somado a isto, outro estudo sugere que esta 

quimiocina pode resultar na inflamação da articulação e degradação da 

cartilagem mediada por neutrófilos (Kasama, Miwa et al., 2005). Observamos 

que o EGS inibiu a migração in vitro de neutrófilos obtidos, tanto isolados da 

medula óssea de camundongos BALB/c, como do sangue e líquido sinovial de 

pacientes com AR e estimulados com IL-8/CXCL8. Esta modulação do EGS 

sobre o neutrófilo é essencial no sentido de que neutrófilos emigrados podem 

responder para IL-17 liberando quimiocinas, assim, amplificando o 

recrutamento de neutrófilos de maneira autócrina (Lemos, Grespan et al., 

2009). 

O complexo sistema de quimiotaxia de neutrófilos frente a um estímulo 

quimiotáxico envolve mecanismos integrados, incluindo a ativação de 

receptores acoplados a proteína G (GPCRs) pelos agonistas, mecanismos de 

sinalização intracelular, como ativação de MAP quinases e PI3 quinase-γ, 

polimerização de actina, a reorganização do citoesqueleto, o desenvolvimento 

de polaridade e a adesão reversível (Wallace, Wersto et al., 1984; Howard e 

Oresajo, 1985; Shields e Haston, 1985). Então, para confirmamos o efeito 

inibitório do EGS sobre a migração de neutrófilos in vitro frente a IL-8/CXCL8, 

avaliamos se o EGS também seria capaz de inibir a polimerização de actina 

nos neutrófilos. Observamos que o EGS inibiu a intensidade de fluorescência 
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de F-actina em neutrófilos obtidos da medula óssea de camundongos BALB/c, 

como de sangue e líquido sinovial de pacientes com AR e estimulados com IL-

8/CXCL8.  

No contexto da AR, o recrutamento celular é um processo multimediado 

e que apresenta vários componentes envolvidos como o C5a, fMLP, LTB4, 

entre outros, sendo assim, nosso próximo passo foi avaliar se o EGS seria 

capaz de reduzir a quimiotaxia de neutrófilos estimulados com C5a, fMLP ou 

LTB4. Observamos que neutrófilos isolados do sangue periférico de indivíduos 

saudáveis pré-tratados com o EGS não apresentaram uma redução na 

quimiotaxia frente a estes estímulos quimiotáxicos. Por outro lado, como 

mencionado acima, notamos que o EGS foi capaz de inibir a responsividade da 

quimiotaxia dos neutrófilos frente a IL-8/CXCL8. Além disso, esse fenômeno 

pode ser associado à indução da perda da expressão do receptor CXCR2 

induzida pelo EGS nestas células, uma vez que quimiocinas coordenam a 

migração de leucócitos durante a inflamação via ligação de receptores de 

quimiocinas (Ley, Laudanna et al., 2007). O receptor CXCR2 apresenta um 

papel central no recrutamento de neutrófilos da circulação para o sítio de 

inflamação (Olson e Ley, 2002). De fato, Rios-Santos et al (Rios-Santos, Alves-

Filho et al., 2007) demonstram que a migração de neutrófilos está prejudicada 

durante a sepse, o que pode ser correlacionada com uma regulação negativa 

na expressão do receptor CXCR2 na membrana de neutrófilos circulantes. 

Observamos que neutrófilos pré-tratados com o EGS apresentaram uma menor 

expressão do receptor CXCR2 do que neutrófilos sem tratamento. Os 

neutrófilos pré-tratados com LPS foram usados como controle positivo do 

experimento (dados não mostrados), uma vez que estudos demonstram que o 

LPS, agonista de TLR4, é capaz de internalizar o receptor CXCR2 (Lloyd, 

Biragyn et al., 1995; Khandaker, Xu et al., 1998).  

A exposição de GPCRs a agonistas resulta em uma atenuação rápida 

da responsividade do receptor por induzir e aumentar a expressão de quinases 

de receptor acoplado a proteína G (GRKs), as quais fosforilam o GPCR 

levando a internalização do receptor (Gainetdinov, Bohn et al., 1999; Ferguson, 

2001). Existe também uma atenuação da responsividade do receptor que é 

uma propriedade que geralmente tem sido designada para proteínas quinases 

dependente de segundos mensageiros, as quais podem agir através de GRKs 
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(Chuang, Levine et al., 1995; Winstel, Freund et al., 1996), ou fosforilando 

diretamente o GPCRs (Benovic, Strasser et al., 1986; Lefkowitz, 1993). No 

presente estudo, nós demonstramos que o EGS foi capaz de aumentar a 

expressão de GRK-2 em neutrófilos obtidos da medula óssea de camundongos 

BALB/c, como também de sangue periférico de pacientes com AR e de 

indivíduos saudáveis. De acordo com nosso resultado, Gros et al (Gros, 

Benovic et al., 1997), demonstraram que níveis elevados da proteína GRK2 

estão correlacionados com uma dessensibilização aumentada do receptor de 

β2A, apesar de baixos níveis de catecolaminas circulantes (agonista), em 

pacientes hipertensos jovens. Ademais, tem sido demonstrado que em 

pacientes com artrite reumatóide e em ratos depois de desenvolvimento de 

artrite por adjuvante ou encefalomielite autoimune experimental os níveis de 

GRK2, 3, e 6 são reduzidos em 50 a 80% em leucócitos do sangue ou do baço 

(Lombardi, Kavelaars et al., 1999; Lombardi, Kavelaars et al., 2001; Vroon, 

Lombardi et al., 2003).  

  Vários estudos têm investigado o papel de agonistas dos receptores 

TLR2 e TLR4 na quimiotaxia de neutrófilos, demonstrando que estes agonistas 

são capazes de induzir a internalização do receptor CXCR2 (Lloyd, Biragyn et 

al., 1995; Khandaker, Mitchell et al., 1999; Alves-Filho, Freitas et al., 2009).  De 

modo semelhante, observamos que o EGS induziu a internalização de CXCR2 

e este fato nos levou a avaliar se o EGS poderia estar atuando como agonista 

dos receptores TLR2 ou TLR4, desse modo induzindo a internalização do 

receptor CXCR2. Porém, nós observamos que o EGS reduziu a quimiotaxia de 

neutrófilos isolados de animais deficientes para o receptor TLR2 e não 

responsivos para o LPS. Ademais, o experimento de quimiotaxia de neutrófilos 

realizados com os animais não responsivos ao LPS nos permitiu avaliar se o 

efeito causado pelo EGS poderia ser uma contaminação com o LPS, assim, 

eliminando a possibilidade de contaminação de LPS como uma causa para os 

efeitos observados. 

Estudos presentes na literatura demonstram que o aumento de cálcio 

citosólico está envolvido com as funções secretórias, como, geração de 

intermediários reativos de oxigênio e liberação de enzimas lizossomais pelos 

neutrófilos, como também o aumento do cálcio pode estar envolvido com o 

processo de migração celular (Lew, Wollheim et al., 1984; Elsner, Kaever et al., 
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1992; Niggli, 2003). Entretanto, vários trabalhos demonstram que os processos 

envolvidos na motilidade dos neutrófilos requerem a formação de F-actina 

(Zigmond, Slonczewski et al., 1988) e que não é necessário ter o aumento do 

cálcio citosólico (Sha'afi, Shefcyk et al., 1986; Al-Mohanna e Hallett, 1990; 

Downey, Chan et al., 1990), sugerindo que o processo de sinalização da 

migração é distinto do processo de sinalização de secreção (Alteraifi e Zhelev, 

1997; Haribabu, Zhelev et al., 1999; Li, Jiang et al., 2000). Deste modo, nosso 

seguinte passo foi investigar a influência do EGS sobre a função secretória dos 

neutrófilos, avaliada através do influxo de cálcio intracelular em neutrófilos 

obtidos do sangue periférico de indivíduos saudáveis estimulados com IL-

8/CXCL8. Entretanto, observamos que o EGS não reduziu o influxo de cálcio 

intracelular em neutrófilos estimulados com IL-8/CXCL8. Em conjunto, os 

resultados demonstraram que o EGS interfere com a quimiotaxia dos 

neutrófilos, porém, não interfere com a função secretória destes.   

Como mencionado anteriormente, o presente estudo e o de Monteiro et 

al (Monteiro, Nogueira et al., 2005) demonstraram que a saliva de L. longipalpis 

inibe o recrutamento de neutrófilos para a cavidade peritoneal de animais 

imunizados e desafiados com OVA. Entretanto o sítio específico de ação e a 

identificação do constituinte salivar responsável pela atividade anti-inflamatória 

permaneceram para ser elucidados. Deste modo, em colaboração com os 

laboratórios do prof. Dr Jesus G. Valenzuela e Dr José Marcos Ribeiro 

(National Institute of Health – NIH), nosso próximo passo foi investigar quais os 

componentes presentes na saliva poderiam ser os responsáveis pela atividade 

anti-inflamatória observada. Inicialmente, utilizamos como ferramenta 

experimental, plasmídeos contendo genes que codificam para proteínas 

presentes na saliva e avaliamos o efeito destes sobre a migração de neutrófilos 

em modelo experimental de inflamação imune. Para esta avaliação, utilizamos 

grupos de plasmídeos codificando para cinco ou seis proteínas contidas no 

EGS, a fim de determinar qual grupo apresentaria atividade anti-inflamatória 

neste modelo experimental utilizado. Observamos que os grupos 2, 3 e 4 

apresentaram inibição da migração de neutrófilos para a cavidade peritoneal 

em animais imunizados e desafiados com OVA. Sendo assim, investigamos o 

efeito das proteínas individualmente, utilizando plasmídeos codificando para 

cada proteína presente nos grupos 2, 3 e 4 de plasmídeos. Observamos que os 
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plasmídeos codificando para as proteínas LJL 34 (grupo 2), LJS 142 (grupo 3) 

ou LJM 111 (grupo 4) apresentaram redução na migração de neutrófilos 

utilizando o modelo de imunização e desafio com OVA. Devido ao fato de ter 

sido conseguido somente a realização da síntese da proteína LJM 111 

recombinante no NIH, nós demos continuidade ao nosso estudo utilizando a 

proteína LJM 111 recombinante. É importante mencionar que uma possível 

causa que somente a proteína LJM 111 conseguiu ser expressa seja por causo 

da sequencia de RNAm desta molécula (de inseto) que possa ser 

provavelmente muito similar ao códon de células mamíferas e assim a proteína 

possa ser expressa nestas células ou porque a estrutura desta proteína permite 

uma fácil expressão. Já as proteínas LJS 142 e LJL 34 provavelmente tenham 

um códon que não são expressos muito bem em células mamíferas. Ainda, é 

necessário salientar que estudos conduzidos por nosso grupo demonstram que 

o Maxadilan, outro componente presente no EGS, não inibe a migração de 

neutrófilos induzida por OVA em animais imunizados (Monteiro, Nogueira et al., 

2005). 

A proteína LJM 111 é uma proteína com peso molecular de 

aproximadamente 43 KDa pertencente a família das proteínas amarelas, sendo 

encontradas somente em insetos e identificada no estudo realizado por 

Valenzuela et al (Valenzuela, Garfield et al., 2004). Dentre as proteínas desta 

família, inclui a apirase salivar de P. papatasi (Valenzuela, Belkaid et al., 2001), 

a enzima conversora de dopacroma presente no intestino de Ae. aegypti 

(Johnson, Li et al., 2001) e a proteína amarela de D. melanogaster (Geyer, 

Spana et al., 1986). O gene amarelo na Drosofila foi assim chamado porque 

quando este era rompido o inseto se tornava amarelo, e posteriormente foi 

demonstrado ser devido ao fato de que um membro particular da família 

amarela que era rompido ter uma atividade de isomerase dopacroma que é 

importante para o escurecimento da cutícula e melanina (Geyer, Spana et al., 

1986).  

Em nosso estudo, demonstramos que a proteína LJM 111 recombinante 

reduziu o recrutamento de neutrófilos para a cavidade articular e a 

hipernocicepção inflamatória em animais imunizados e desafiados com mBSA. 

Na sequência, avaliamos se a proteína LJM 111, contida no EGS, poderia ser a 

responsável por modular a locomoção do neutrófilo por atuar diretamente 
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neste. Entretanto, observamos que a proteína LJM 111 não interferiu com a 

quimiotaxia e polimerização de actina em neutrófilos isolados da medula óssea 

de camundongos BALB/c, sugerindo que outro componente presente no EGS 

possa estar atuando na inibição in vitro da quimiotaxia de neutrófilos. 

Posteriormente, investigamos se a proteína LJM 111, assim como o 

EGS, estaria modulando a migração de neutrófilos, já relatada acima, para o 

foco inflamatório em modelo experimental de artrite por interferir com a 

maturação de DCs e consequentemente com a produção de citocinas pró-

inflamatórias. Observamos que a proteína LJM 111 reduziu a expressão de 

MHC-II e da molécula coestimulatória CD86 em DCs frente ao LPS, bem como 

inibiu a produção dos níveis de TNF-α em DCs ativadas com LPS, ao passo 

que potencializou a produção de IL-10 pelo estímulo pró-inflamatório. Estes 

resultados são de grande interesse desde que DCs incompletamente maduras 

podem prevenir a autoimunidade (Van Duivenvoorde, Han et al., 2007; 

Thomson e Robbins, 2008; Jaen, Rulle et al., 2009). Menges et al (Menges, 

Rossner et al., 2002) relataram que injeções de DCs imaturas são capazes de 

induzir células T CD4+ produtoras de IL-10 e prevenir a encefalomielite 

autoimune experimental em camundongos. Outro estudo, utilizando o modelo 

de miocardite autoimune experimental demonstra tolerância induzida por DCs 

expressando IL-10 (Yang, Li et al., 2006). Além disso, o TNF-α pode aumentar 

a maturação funcional de DCs, seletivamente estimulando sua capacidade de 

induzir uma resposta do tipo Th1, enquanto a IL-10 é conhecida por ser uma 

citocina imunossupressora (D'andrea, Aste-Amezaga et al., 1993; Trinchieri, 

1995; Filippi e Von Herrath, 2008).  

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

    CCOONNCCLLUUSSÃÃOO  
 



---------------------------------------------------------------------------------------------------------Conclusão 104

Em síntese, o conjunto dos resultados apresentados indica que a 

proteína LJM 111, presente na saliva de Lutzomyia longipalpis, medeia, pelo 

menos em parte, a atividade anti-inflamatória da saliva. Este constituinte atua 

na inibição da apresentação do antígeno, levando a uma supressão da 

resposta inflamatória imune e liberação de mediadores pró-inflamatórios, com 

conseqüente inibição da migração de neutrófilos. Ainda, outro componente 

presente na saliva pode ser o responsável em interferir com a locomoção dos 

neutrófilos por promover a internalização do receptor CXCR2 e de aumentar a 

expressão de GRK-2. Desta maneira, uma nova proteína ou um coquetel de 

novos candidatos podem ser vistos como futuro tratamento de doenças 

inflamatórias, como a artrite reumatóide. 
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ABSTRACT 

 
INTRODUCTION: Several studies have pointed out the immunomodulatory properties of the 

Salivary Gland Extract (SGE) from Lutzomyia longipalpis, including the inhibitory actions of 

SGE in OVA-induced neutrophil migration in immunized mice. We aimed to identify  the SGE 

component (s) responsible for its effect on OVA-induced neutrophil migration and to evaluate 

the role of component (s) in the antigen-induced arthritis (AIA) model. METHODS:  We 

evaluated neutrophil migration (NM) to peritoneal cavity of OVA-challenged immunized mice 

pretreated with plasmids coding for proteins from SGE. We tested the antiartritic activities of 

SGE and the recombinant LJM111 salivary protein (rLJM111) by measuring the mechanical 

hypernociception using an electronic pressure meter, the NM into synovial cavity and the levels 

of IL-17, TNF-alpha and IFN-gamma released by lymph nodes cells stimulated with mBSA 

using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Additionally, it was evaluated the effect of 

SGE and LJM111 protein on co-stimulatory molecules expression (MHC-II and CD-86), by 

flow cytometry and TNF-alfa and IL-10 production, by ELISA, in bone marrow- derived 

dendritic cells (BMDCs) stimulated with LPS. RESULTS: We identified one plasmid 

expressing the protein LJM 111 that prevented NM  in OVA-challenged immunized mice. 

Furthermore, both SGE and rLJM111 inhibited NM and pain sensitivity in AIA and reduced 

mBSA-induced IL-17, TNF-alpha and IFN-gamma production by lymph nodes cells. SGE and 

LJM111 also reduced MHC-II and CD-86 expression and TNF-α production whereas increased 

IL-10 release by LPS-stimulated BMDCs. CONCLUSION: These results showed that SGE and 

rLJM111 reduced inflammatory parameters in AIA model and thus, peptides obtained from 

sequences of this protein can be envisaged as potential therapeutic immunointervention in the 

rheumatoid arthritis. 
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INTRODUCTION 

It has been shown that Salivary Gland Extract (SGE) from Lutzomyia longipalpis 

enhances Leishmania infection in mice (1) not by direct effect on the parasite virulence but 

rather by affecting host immune defenses (2-4). SGE contains a variety of potent 

pharmacologically active substances that interfere with host homeostatic, inflammatory, and 

immune responses (5, 6). Several studies demonstrated that Phlebotomus papatasi and L. 

longipalpis saliva inhibit IFN-gamma and enhance IL-4 and IL-10 secretion by Th1 and Th2 

lymphocytes, respectively (7-9). We previously demonstrated that SGE inhibited OVA-induced 

neutrophil migration in immunized mice, apparently as a consequence of the inhibition of TNF-

α and LTB4 release (10).  

At the moment, few components present in SGE of sand flies have been studied. It has 

been described that L. Longipalpis saliva contains apyrase, a potent anti-platelet aggregation 

agent (11), and adenosine deaminase, an enzyme which promotes the hydrolysis of adenosine, 

an immunomodulatory molecule (12, 13). Another important protein is maxadilan that besides 

its potent vasodilator effect, it also presents immunomodulatory effects by increasing in vitro 

secretion of IL-10 and IL-6, while inhibits TNF-α production in macrophages and reduces 

CD80/86 expression on murine dendritic cells (14-17). However, maxadilan does not inhibit 

neutrophil migration induced by OVA in sensitized mice (10). In recent years, Valenzuela and 

colleagues (18) identified and isolated the most abundant salivary proteins from the sand fly L. 

Longipalpis using high-throughoutput approaches based on massive cDNA sequencing, 

proteomics and bioinformatic efforts. Thus, these studies have enabled the investigation of 

which SGE constituents are responsible for its anti-inflammatory activities.  

Rheumatoid Arthritis (RA) is an inflammatory chronic systemic autoimmune disorder, 

affecting mainly joints, with the crucial involvement of neutrophils, T cells, B cells, 

macrophages-like and fibroblasts-like synoviocytes (19, 20), besides cytokines as TNF-alpha, 

IL-17 and IFN-gamma (21, 22). These cytokines activate immune and structural cells in the 

joints, thus, promoting them to release products that lead to tissue destruction (23).  

Among the different experimental arthritis models, the Antigen-Induced Arthritis (AIA) 

model is a useful model to investigate new effective therapies, since it shows similar 

histopathologic and immune features to human RA (24, 25). In this way, the present study was 

designed to examine the effect and the mechanism of SGE and its components in experimental 

AIA model.  

METHODS 

Animals. Male or female BALB/c, C57/BL6, HePas, HeJ weighing 18–22 gm each were 

housed in temperature-controlled rooms (22–25°C) in the animal facility of the School of 

Medicine of Ribeirão Preto, University of São Paulo, São Paulo, Brazil, and received water and 
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food ad libitum. The male and female HePas, HeJ mice were bred in the animal facility of the 

School of Medicine of Ribeirão Preto, using breeding mice obtained from The Jackson 

Laboratory (Bar Harbor, ME).   

Procedures for immunization with OVA or mBSA. On day 0, mice received a single s.c. 

injection of OVA (100 µg) or mBSA (500ug) in 0.2mL of an emulsion containing 0.1mL of 

PBS and 0.1 mL of complete Freund’s adjuvant (CFA). The mice were given booster injections 

of OVA/mBSA in incomplete Freund’s adjuvant (IFA) on days 7 and 14.  

Challenge with OVA in sensitized mice. On day 21 immunized animals were challenged with 

injection of saline or OVA (10 µg/animal; intra-peritoneal (i.p.) route) dissolved in 200 µl of 

PBS, and neutrophil migration was determined as described below. 

Induction of antigen induced-arthritis (AIA). Immunized BALB/c mice were challenged with 

mBSA (10 µg/cavity), intraarticularly, dissolved in 10 µl of PBS. Immunized mice were 

challenged with mBSA or with PBS. Mice were killed 24 hours after intraarticular injections, 

and neutrophil migration was determined as described below. 

Construction of DNA Plasmids Coding for proteins from SGE and its treatment in 

immunized mice. DNA plasmids coding for salivary proteins from SGE were cloned into the 

VR2001-TOPO vector and purified as described (26). In order to screening which DNA 

plasmids containing genes codifying for secreted proteins mimics the anti-inflammatory effect 

of SGE, groups of plasmids were prepared based in the coding proteins as following: Group 1: 

coding for LJL35, LJM17, LJL08, LJL38, LJM04, LJS192, LJM19, LJL91, LJL15; Group 2: 

coding for LJM11, LJL34, LJL13 and LJL23; Group 3: LJM10, LJL143, LJS142, LJL17, 

LJM06 and LJL04; Group 4: coding for LJM114, LJM111, LJM78, LJS238, LJS169 and 

LJS105 and Group 5: coding for LJL09, LJM26, LJS03, LJL124, LJL138, LJS138, LJS193 and 

LJS201. OVA- or mBSA-immunized mice were treated with 50 μg of these groups of DNA 

plasmids (intramuscular route) in 50 μl of saline 48 hours before OVA challenge. Empty 

plasmids were injected as control.   

Expression and HPLC purification of His-tagged L. longipalpis salivary proteins. 

Recombinant proteins were produced by transfecting FreeStyleTM 293-F cells (Invitrogen) with 

70µg of purified plasmid following the manufacturer’s recommendations (Invitrogen). After 

72h, transfected cell cultures were harvested and the supernatant filtered through a 0.45 µM 

filter unit and concentrated to 15 ml in an AmiconR concentrator device (Millipore Corp., 

Bedford, MA, USA) in the presence of Buffer A (20 mM NaH2PO4, 20 mM Na2HPO4, pH 7.4 

and 500 mM NaCl).  A HiTrapTMChelating HP column (GE Healthcare) was charged with 5 

ml of Ni2SO4 0.1M.  The concentrated recombinant protein was then added to the HiTrap 

Chelating HP column using a vacuum manifold (Alltech associates, Inc). The column was then 

connected to a Summit station HPLC system (Dionex) consisting of a P680 HPLC pump and a 

PDA-100 photodiode array detector. The column was equilibrated for 30 minutes with Buffer A 
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at 1 ml/min and following equilibration of baseline the following gradient was used to elute the 

protein:  Minute 0-10 , 100% Buffer A; minute 10-20, 0% buffer A, 100% Buffer B  (20 mM 

NaH2PO4, 20 mM Na2HPO4, pH 7.4, 500 mM NaCl and 50 mM imidazole); minute 20-30 

100%B; minute 30-60 a gradient of 100% B to 100%C (20 mM NaH2PO4, 20 mM Na2HPO4, 

pH 7.4, 500 mM NaCl and 500 mM imidazole); minute 60-70 100% C. Eluted proteins were 

detected at 280 nm and the eluted fractions were collected every minute on a 96 well microtiter 

plate using a Foxy 200 fraction collector. An aliquot (5 ul) of all fractions were blotted on a 

nitrocellulose paper and the blot was blocked with 5% milk for 1 hour and incubated for 1 hr 

with anti-saliva antibodies and 1 hour with anti-mouse Ap conjugated secondary antibody. 

Positive fractions were developed with Wetern Blue� stabilized substrate for alkaline 

phosphatase (Promega). An aliquot (5 ul) of positive fractions were run on SDS and silver 

stained using SilverQuestTM (Invitrogen). Imidazole was removed from the positive fractions 

by dialysis against PBS, pH 7.4. 

SGE or rLJM111 treatments. Immunized mice were treated with SGE (0.3; 1 or 3 gland/10ul; 

i.v. route) or rLJM111 (30, 100 or 300 ng/mouse; i.v. route) 24h or 15 min before the challenge 

with mBSA, respectivelly.  

In vivo neutrophil migration analysis. At the end of the experimental period, the mice were 

euthanized and the total leukocytes which migrated to the peritoneal cavity were harvested by 

an injection of 3 ml of PBS plus EDTA 1 mM at 6h post stimulus. In mBSA-challenge mice, the 

articular cavities were washed twice with 5 µl PBS/EDTA, and then diluted to a final volume of 

100 µl with PBS/EDTA to evaluate leukocyte migration at the indicated times. Total cell counts 

were performed in a cell counter (ACT; Beckman Coulter, Miami, FL), and differential cell 

counts (100 cells total) were performed on cytocentrifuge slides (Cytospin 3; Shandon, 

Pittsburgh, PA) with Rosenfeld stain. Differential cell counts were performed with a light 

microscope (Zeiss, Wetzlar, Germany), and the results were expressed as the number of 

neutrophils per cavity.  

Articular hypernociception evaluation. The articular hypernociception of the femur-tibial 

joint was evaluated as previously described (Pinto et al., 2009).  A nonnociceptive tip probe 

with area size of 4.15 mm2 was used. An increasing perpendicular force was applied to the 

central area of the hind paw to induce flexion of the femur-tibial joint, followed by paw 

withdrawn. The electronic pressure-meter apparatus automatically recorded the intensity of the 

force applied when the paw was withdrawn. The test was repeated until 3 subsequently 

consistent measurements (i.e. the variation among these measurements was less than 1 g). The 

results were expressed as the flexion elicited withdrawal threshold in grams (g).  

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Levels of IL-17, TNF-α and IFN-γ were 

quantified in vitro from popliteal and inguinal lymph nodes cells (5 x 105 cells/well) pre-treated 
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or not with SGE (3 gland pairs/ml) or rLJM111 protein (2.7 µg/ml) and stimulated with mBSA 

(100 μg/ml) for 36 hours by ELISA. The results are expressed as picograms per milliliter. 

DC generation- Dendritics cells (DC) were generated in vitro from bone marrow (BM) cells 

from 6- to 8-wk-old wild type BALB/c as previously described (27). Briefly, femurs and tibias 

were flushed with RPMI-1640 (Gibco-BRL Life Technologies, Grand Island, NY) to release the 

BM cells that were cultured in 24-well-culture plates in RPMI-1640 (Gibco) supplemented with 

10% heat-inactivated FCS, 100 μg/ml of penicillin, 100 μg/ml of streptomycin, 5 × 10−5 M 2-

mercaptoethanol (all from Sigma), murine granulocyte-macrophage colony-stimulating factor 

(GM-CSF) (30 ng/ml) and IL-4 (10 ng/ml) (Peprotech, Rocky Hill, NJ). On days 3 and 6 the 

supernatants were gently removed and replaced with the same volume of supplemented 

medium. On day 9, the non-adherent cells were collected to eliminate the residual macrophage 

contamination. Flow cytometric evaluation of purified DC shows that in average 85% of cells 

express CD11cinterm or high (marker of DC). 

LPS-induced DC maturation. DC (1 x 106 /ml) RPMI 1640 supplemented with 10% FBS was 

overnight incubated with SGE (3 gland pairs/ml), rLJM111 (2.7 µg/ml) or medium at 37°C in 

5% CO2 and then followed by stimulation with or without LPS (1 µg/ml) for 24h. The cells 

were then harvested and surface expression characterized by flow cytometry using antibodies 

against MHC class-II and CD86 conjugated to PE or FITC, as well as isotype controls. 

Cytokines levels were measured into supernatant of BMDC culture by ELISA assay. 

Statistical analysis. Data are reported as the mean ± SEM and are representative of 2 or 3 

separate experiments. The means of different treatments were compared by analysis of variance 

with Bonferroni adjustment for multiple comparisons or by Student’s t-test. P values less than 

0.05 were considered significant. 

RESULTS 

The sand fly salivary protein LJM111 mimics the the antiinflammatory effects of the 

saliva extract   

SGE inhibited neutrophil migration to peritoneal cavity induced by OVA in immunized mice 

(Fig. 1A), confirming previous data published by our group (10). Aiming to identify  the 

salivary proteinsresponsible for the  anti-inflammatory effect we tested 5 groups of DNA 

plasmids coding for 5 to 7 sand fly secreted salivary proteins. Pre-treatment of OVA-immunized 

mice with groups 2, 3 and 4 inhibited neutrophil migration into peritoneal cavity induced by 

OVA-challenge (Fig. 1B). We then evaluated individually the six different palsmids in group 4 ( 

LJM 114, LJM 111, LJM 78, LJS 238, LJS 169 and LJS 105). Only the plasmid coding for 

LJM111 in group 4 inhibited neutrophil migration induced by OVA in immunized mice (Fig. 

1C). Plasmids coding for the proteins LJL 34 from group 2 and LJS 142 from group 3 also 
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inhibited neutrophil recruitment (data not shown).  In order to verify  the activity observed on 

the plasmid coding for LJM111 protein, we produced the recombinant protein LJM111 

(rLJM111) in mammalian cells (data not shown). We were not able to express the recombinant 

proteins LJL34 or LJS142.  

SGE and rLJM111 inhibited the neutrophil migration to articular cavity (Fig. 2A) and reduced 

the hypernociception induced by mBSA-challenge in immunized mice (Fig. 2B).  

Mechanism by which SGE and rLJM111 reduce inflammatory parameters in immunized 

mice 

As pro-inflammatory cytokines are clearly involved in neutrophil recruitment and mechanical 

hypernociception (28, 29), we investigated if SGE and rLJM111 can limit the release of pro-

inflammatory cytokines in lymph node cells of immunized mice stimulated with mBSA. SGE 

and rLJM111 inhibited IL-17, TNF-α and IFN-γ production by lymph nodes cells induced by 

mBSA in vitro (Fig. 3A). Thereafter, we sought to investigate how SGE and LJM 111 reduce 

the cytokine release. It was observed that both SGE and rLJM111 inhibited  the expression of 

MHC-II and CD-86 in BMDCs stimulated by LPS (Fig. 3B). Additionaly, SGE and rLJM111 

reduced TNF-α levels and increased IL-10 levels in supernatant of cultured BMDC stimulated 

with LPS (Fig. 3C).   

DISCUSSION 

It has been showed that sand fly vector saliva significantly enhance the infectivity of L. 

major promastigotes forms in BALB/c mice (1, 30) by modulate host immune response though 

enhancement of IL-4 Th2 cytokine and inhibition of the production of Th1 cytokines (8, 9). 

Moreover, SGE from L. longipalpis induces an increase in macrophage recruitment (31) that, 

without Th1 activation signals, promotes the proliferation of the invading organisms. 

Accordingly, saliva from P. papatasi not only attracts macrophages but also enhances infection 

by L. donovani in these cells, resulting in increased parasite load (32). A lack of macrophage 

recruitment has also been related to failure of lesion enlargement in an immunodeficient murine 

model (33). Considering the clear SGE ability to regulate immune responses and the 

understanding of an wide variety of the pathogenic mechanisms involved in auto-immune 

diseases provided by studies conducted in experimental models and in patients, herein, we 

investigated if sand fly SGE could have antinflammatory effects in an experimental arthritis 

model. Our results show that SGE strongly reduce neutrophil migration and pain sensitivity in 

the AIA model. Importantly this experimental models has several features observed in the actual 

RA disease.   

 As SGE has several components, we wanted to identify  the component (s) responsible 

for these effects in experimental AIA. Valenzuela and colleagues (18) identified the most 

abundant secreted proteins from the salivary glands of the sand fly Lutzomyia longipalpis, thus, 
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providing the experimental condictions to determine the proteins which could be promoting 

these SGE effects. Herein, we reported for the first time that using an adequated protocol of 

treatment of mice with a plasmid containing a gene that codifies for the salivary protein 

LJM111, inhibited neutrophil migration to peritoneal cavity in OVA-challenged immunized 

mice. Extending such finding, the recombinant protein LJM111 also reduced neutrophil 

recruitment and pain sensitivity in AIA. This protein is a novel protein belonging to the family 

of yellow-related protein of unknown function (18), and similar to Ae. aegypti midgut 

dopachrome conversion enzyme (34) and D. melanogaster yellow protein (35). It is noteworthy 

that previous studies from our laboratory have discarded Maxadilan, a powerful vasodilatory 

peptide with immunomodulatory properties (14, 36, 37) present in SGE, as the protein 

responsible for these effects since, maxadilan did not reproduce the effects of SGE in inhibiting 

neutrophil migration in OVA-challenged immunized mice (10). 

DCs play a central role in initiation of autoimmunity through their capacity to present 

self antigens to T cells (38-40). This role may be dependent on cytokine production and 

expression of co- and stimulatory surface molecules by these cells during antigen presentation 

(38, 41, 42). As demonstrated in figure 3B and C, SGE and rLJM111 modulate the phenotypic 

and functional maturation of DCs. Our results show that SGE and rLJM111 impair the complete 

maturation of DCs stimulated with LPS, leading to increased IL-10 production and reduced 

synthesis of TNF-α. This profile of cytokine production was accompanied by an inhibited 

expression of MHC-II and CD86. These results are of great interest since immature or 

incompletely matured DCs can prevent autoimmunity (40, 41, 43). Previous reports have 

demonstrated that injections of incomplete-matured DCs are able to induce IL-10 producing 

CD4+ T cells and to prevent EAE in mice (44). DCs overexpressing IL-10 induced antigen-

specific tolerance in experimental autoimmune myocarditis (45). Moreover, TNF-α can improve 

functional maturation of DCs, selectively stimulating their capacity to induce Th1 responses, 

while IL-10 is widely known to be an immunosuppressive cytokine (46-48).  

In line with these results, we also demonstrate that cells obtained from lymph nodes of 

immunized mice and treated with SGE o rLJM111 stimulated with mBSA have a reduced 

production of IL-17, TNF-α and IFN-γ cytokines (Figure 3 A). In fact, IL-17- and IFN-γ-

secreting T cells have been associated with the induction of many autoimmune diseases (49, 50) 

and DCs play a pivotal role in these processes (38, 40). IL-17 is directly implicated in the 

severity of the cartilage and bone damage in an experimental model of rheumatoid arthritis (51). 

Wild type mice develop a more pronounced collagen-induced arthritis than IL-17-deficient 

animals (52). On the other hand, IL17-deficient animals develop experimental autoimmune 

encephalomyelitis with delayed onset and diminished severity (53). As IL-17, IFN-γ has been 

implicated in the development of autoimmunity. Mice deficient for the transcription factors 

involved in the differentiation of IFN-γ-secreting T cells, such as T-bet and STAT-4, are 
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resistant to the development of EAE (54, 55). Taken together, these results suggests that one of 

the possible mechanisms used by SGE and rLJM111 to inhibit the inflammatory response 

induced by mBSA could be by the modulation of DC function and maturation. However, future 

studies must be done to test this possibility.  

 In conclusion, we showed that LJM111 protein, present in SGE, accounts to anti-

inflammatory activity in AIA model, thus contributing to a future development of new drugs to 

treat inflammatory disease, such as RA.   
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Figure 3 
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LEGENDS 

Figure 1. SGE, plasmids codifying to groups G2, G3 and G4 of proteins and to LJM 111, 
present in G4, inhibited neutrophil migration induced by OVA in immunized mice. 
Immunized animals were treated 48 h before challenge with SGE (1gl/mouse) or saline (A), 
with control plasmid (C) or  groups of plasmids - G1, G2, G3, G4 or G5 (B) or with plasmids 
codifying to indicated proteins (C). The neutrophil migration was determined 4 h after saline or 
OVA challenge in peritoneal cavity. Values are the mean and SEM of 5 mice.  * P < 0.05 versus 
saline injected immunized mice, # P < 0.05 versus immunized mice after mBSA challenge, by 
analysis of variance with Bonferroni adjustment. 
 
Figure 2. SGE and recombinant LJM 111 protein inhibited neutrophil migration and pain 
sensitivity on AIA model. (A) Immunized animals were treated with saline, SGE (1gl/mouse, 
48 hours before) or with recombinant LJM 111 protein (30, 100 or 300 ng/mouse, 15 minutes 
before). Neutrophil migration to articular cavity was evaluated 24 hours after saline or mBSA 
(10 μg/cavity) challenge. (B) Prior to i.a. challenge with mBSA, immunized animals were 
treated with 1gl/mouse of SGE (48 hours before) or 300 ng/mouse of LJM 111 (15 minutes 
before). Hypernociception was evaluated at the indicated time after saline or mBSA challenge 
(30 μg/cavity). Values are the mean and SEM of 5 mice.  * P < 0.05 versus saline injected 
immunized mice, # P < 0.05 versus immunized mice after mBSA challenge, by analysis of 
variance with Bonferroni adjustment. 
 
Figure 3.  SGE and LJM 111 inhibited inflammatory cytokines levels on lymph nodes cells 
and reduced CD86, MHC-II expression and TNF-α levels and enhance IL-10 levels on 
dendritic cells. (A) Concentrations in vitro of IL-17, TNF-α and IFN-� in supernatant from 
lymph nodes cells treated or not with SGE (3 gl/ml) or protein LJM 111 (2700 ng/ml). The 
concentrations of cytokines were determined 36 hours after mBSA (100 μg/ml) stimulus. (B) 
Flow cytometry of CD86 and MHC-II expression and (C) enzyme-linked immunosorbent assay 
to measurement of TNF- and IL-10 levels following or not SGE (3.0 gl/ml) or LJM 111 (2700 
ng/ml) treatment on dendritic cells (DC) stimulated with LPS (1μg/ml) per 24 hours. The 
control group (C) received only medium. * P < 0.05 versus untreated control, # P < 0.05 versus 
DC cells stimulated with LPS, by analysis of variance with Bonferroni adjustment. 
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