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Resumen

Los flebotominos son insectos hematdfagos transmisores de Leishmania, agente causal de la leishmaniasis, enfermedad que
presenta un amplio espectro clinico en los humanos. En el presente trabajo se realiza una revisién sobre la saliva de los
flebotominos en la transmisidon de Leishmania y su impacto epidemioldgico. Se aborda primeramente el potencial de la
saliva de los flebotominos como un coctel farmacoldgico que interviene en la biologia del insecto, en el proceso de
infeccion de Leishmania, como posible marcador epidemiolégico y fuente proteica para una vacuna contra la leishmaniasis
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Abstract

The sandflies are haematophagous insects transmitting Leishmania, the causative agent of leishmaniasis, a disease that has
a broad clinical spectrum in humans. This paper is a review on the saliva of sandflies in the transmission of Leishmania and
the epidemiological impact. It first addresses the potential of the saliva of sandflies as a drug cocktail that is involved in the
insect's biology, in the process of infection with Leishmania, their ability to be used as an epidemiological marker and
protein source for a vaccine against leishmaniasis
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(Diptera: Psychodidae) pertenecientes al género
Phlebotomus y Lutzomyia en el viejo y nuevo mundo
respectivamente (6,7). La transmision a los
hospedadores mamiferos ocurre durante el proceso de
alimentacion sanguinea del flebotomino, durante este
proceso el pardsito Leishmania entra junto con la
saliva del vector al hospedador en el momento de la
picadura (8,9), (ver figura 1).

Muchos estudios se han realizado para
entender los mecanismos que conducen a la
proteccién o a la exacerbacién de la enfermedad en el
hospedador vertebrado, sin embargo, la complejidad
de la respuesta inmunoldgica no se conocié hasta que
se evidencio la influencia de la saliva de los

Introduccion

La leishmaniasis es wuna enfermedad
parasitaria que presenta diferentes manifestaciones
clinicas, reflejo de la compleja relacién entre el
parasito, el hospedador y el insecto vector (1,2). La
leishmaniasis es endémica en 88 paises de cuatro
continentes y constituye un serio problema de salud
en los Andes venezolanos (3-5); es causada por
protozoarios parasitos del género Leishmania
(Kinetoplastida: Trypanosomadidae), cuya variabilidad
genética ha sido bien documentada. Leishmania es
transmitida por flebotominos insectos vectores
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flebotominos en el sistema inmune del hospedador
(10-13).

Figura 1. Disefio de flebotomino hembra sobre el
hospedador mamifero.

En los ultimos afios, se ha reportado la
importancia de los componentes de la saliva de los
flebotominos como un factor determinante entre el
sistema inmune del hospedador, en la infectividad del
parasito y en el desarrollo de la enfermedad (14-16).

El mecanismo por el cual la saliva del vector
potencia la infectividad de Leishmania en el
hospedador vertebrado aun no se ha aclarado. La
saliva de los flebotominos contiene potente actividad
antihemostatica, vasodilatadora, asi como moléculas
inmunomoduladoras que pueden directamente inducir
cambios en las funciones efectoras de los macrofagos
y facilitar el establecimiento de la infeccién con
Leishmania en el hospedador vertebrado (17,18).

Estrategia de evasion de Leishmania en el
hospedador vertebrado

Multiples componentes de las respuestas
inmunes innata y adaptativa participan en la defensa
del hospedero vertebrado contra Leishmania. La
activacion clasica de los macrofagos conlleva a la
destruccion del parasito, algunas especies de
Leishmania han desarrollado mecanismos de escape a
la respuesta inmune. Leishmania es un parasito que ha
evolucionado a vivir en el interior de las células del
hospedador, la adaptacion le ha permitido utilizar
multiples estrategias para evadir el sistema inmune.
Estos mecanismos varian segun la interaccion, especie
de Leishmania, vector y hospedador, traduciéndose en
distintas formas clinicas de la enfermedad. Entre los
diferentes mecanismos para evadir el sistema inmune,
se presentan algunos que permiten entender el
desarrollo del parasito.

Leishmania persiste gracias a un mecanismo
de evasién, en primer término, la sobrevivencia del
pardsito a la respuesta innata del hospedador
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vertebrado es lograda por la capacidad de los
promastigotes metaciclicos infectivos a resistir a la
lisis por complemento. Esta capacidad es atribuida a la
molécula de LPG- Lipofosfoglicano de superficie
presente en Leishmania vy a la glicoproteina 63 (gp63)
o Leishmaniolisina o proteasa mayor de superficie de
63 kDa, con un amplio rango de sustratos, que afectan
la funcidon del complemento aumentando la resistencia
del parasito a la lisis mediada por complemento. La
entrada de Leishmania a los macréfagos del
hospedador vertebrado es facilitada por el propio
pardsito a través de varios procesos que inducen a la
opsonizacién y fagocitosis; el pardsito entra a los
macréfagos del mamifero por medio de endocitosis
mediada por receptores del LPG, los cuales pueden
interactuar y favorecer la fagocitosis sin provocar la
activacion del macréfago (15,20).

Por otro lado, la sobrevivencia intracelular
del parasito ocurre mediante un mecanismo de
evasion, modulacién e inhibicién litica. El mecanismo
de evasion es facilitado por un proceso de
transformacién del parasito de promastigotes
metaciclicos a amastigotes intracelulares. A su vez, el
pardsito logra establecerse y dividirse en las células del
hospedador por un mecanismo de inhibicién litica.
Leishmania entra al macrdofago sin producir IL-1 y
previene la produccién de IL-12, que bloquean la
respuesta Thl protectora (21). El desarrollo de
Leishmania continla gracias a varias moléculas y
proteinas de superficie y/o de secrecion del parasito,
gue son especie especifica, con diferentes funciones
que garantizan su perpetuacién. Estas moléculas y
proteinas, ademdas de estar involucradas en la unién
del promastigote al macréfago, estan directamente
implicadas en la proteccion de Leishmania a las
enzimas lisosomales. Entre estas moléculas vy
proteinas se destacan la Proteinina C, glicoproteina
gp63, el Lipofosfoglicano (LPG),
Glicoinositolfosfolipidos (GIPLS), Proteofosfoglicanos
(PPGS), Superoxido dismutasa, Peroxidoxina, Cisteina
proteasas, histonas, ATPasas, quinasas entre otros
(9,22-24).

Los estudios muestran que el gp63 modula
multiples reacciones de sefializacidén, facilita la
inactivacion de la fraccion C3b del sistema de
complemento y la interaccién con el macréfago del
hospedador mamifero. Leishmania, también ha
desarrollado varios mecanismos para evitar la
presentacion de antigenos por los macréfagos (25-27).
El LPG ademas puede interactuar con la proteina C
reactiva y favorecer la fagocitosis a través del receptor
de dicha proteina. Esta entrada es una ventaja para el
pardsito porque, a pesar de que los macrofagos son
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Figura 2. Disefio del mecanismo de camuflaje de Leishmania por medio de los neutréfilos, "Guerra

Troyana'.

potentes células presentadoras de antigenos, este
mecanismo no provoca la activacién del macréfago.
Una vez en el interior del macréfago, los parasitos se
transforman en amastigotes, inhiben ademas la
produccion de IL-12 por el macréfago y se dividen
activamente. Eventualmente, abandonan el macréfago
para entrar en otro nuevo (28)

La molécula de lipofosfoglicano (LPG) y la
glicoproteina gp63 de Leishmania inducen a la
produccion de citocinas proinflamatorias, como IFN-y y
reduce la IL-12, también inhibe las moléculas
coestimuladoras como el CD80 Y CD86 (29,30).
Leishmania puede utilizar catepsinas para activar al
TGF-B, aumenta su concentracion para modular la
respuesta local de iNOS y los niveles de arginasa.
Ademas induce la presencia de células CD4+
supresoras que son necesarias para regular
negativamente la induccidn y expansion de células
CD8+ protectoras (21,31). Por otra parte, la molécula
de LPG, inhibe la fusion fagosoma-lisosoma e
interviene en el secuestro de metabolitos toxicos. El
LPG también protege al parasito del estallido
respiratorio, mediante el secuestro de aniones
superoxido y radicales hidroxilo e inhibe la actividad
de la proteina kinasa-C, ocasionado una atenuacion de
la activacion del sistema inmune inducida por IFN-y.
La interaccion de LPG con los receptores de superficie
TLR9 en células dendriticas y células citotoxicas, que
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promueven la produccion de IL-12, la cual estd
relacionada con la respuesta inmune tipo Thl
(15,18,32).

Por otro lado, Leishmania puede sobrevivir
alterando las sefiales de transduccion del macréfago y
otras células, modulando a su favor, inhibe Ila
capacidad del macroéfago a producir IL-1 y la capacidad
de expresar moléculas del CMH clase Il y moléculas
coestimuladoras, que a su vez, inhiben la llegada de
células dendriticas. Induce el incremento de la IL-10
que hace que los monocitos que llegan al sitio de
infeccion se transformen preferentemente en
macrofagos y no en células dendriticas. Previene la
activacion de éxido nitrico e inhibe muchas citocinas
necesarias para una efectiva lisis. Leishmania altera
multiples vias de sefalizacion intracelular. Evade los
procesos proteoliticos del macréfago por inhibicién en
la formacidon del fagolisosoma y enzimas proteoliticas
del lisosoma (31,33,34) (ver figura 2).

Leishmania es capaz de romper las células e
invadir nuevas células, dividirse y diseminarse de
acuerdo a la especie de Leishmania. Ademas,
Leishmania usa otra estrategia de guerra similar a la
“Troyana”, mediante la cual el pardsito modula a los
neutréfilos como un medio de camuflaje para
protegerse del medio extracelular tdxico. Los
neutrofilos fagocitan el parasito pero no son la célula
hospedera definitiva del mismo, estas liberan
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quimiocinas favoreciendo la llegada de un mayor
numero de células. Por otro lado, se ha reportado que
el parasito puede modular la apoptosis de los
neutrdfilos, por interaccion transmembranal del factor
de necrosis tumoral de los macréfagos. De esta
manera, los neutrdéfilos son utilizados por el parasito
como un refugio contra la lisis mediada por
complemento hasta el momento de la llegada de mas
provision de monocitos/macrofagos, los cuales son las
células hospederas definitivas, al sitio de Ila
inoculaciéon. De esta forma, la fagocitosis de los
neutrdfilos apoptoticos por parte de los macréfagos
no genera una respuesta inflamatoria, asi que
Leishmania utiliza a los neutrofilos como un “caballo
de Troya” para entrar a los macrofagos sin despertar
una respuesta microbicida Por su parte, los
fibroblastos fagocitan cuerpos apoptdticos de
neutrdfilos que contengan Leishmania; si bien los
fibriblastos no permiten al igual que los neutrdfilos la
replicacion de Leishmania, son un medio de
almacenaje temporal del pardsito que permite la
latencia de la enfermedad en los 6rganos (35-38). Las
células dendriticas también fagocitan los parasitos
para realizar la presentacidn antigénica. Ellas fagocitan
primordialmente amastigotes a través de un receptor
distinto al utilizado por los macréfagos. Las células
dendriticas utilizan los receptores CD16 y CD64. Esta
fagocitosis favorece la activacion de las células
dendriticas y aumenta la expresidn de las moléculas
del complejo mayor de histocompatibilidad clase |
(MHC-1) y clase 1l (MHC-Il) y de moléculas
coestimuladoras. Las células dendriticas son las Unicas
células con capacidad de procesar el antigeno tanto
por la via del MHC-I como por la via del MHC-II (39)

Flebotominos y Leishmania juntos contra el
sistema inmune del hospedador

Gracias al proceso de co-evoluciéon entre
Leishmania y los flebotominos vectores, mediante la
co-adaptacion por parte del parasito, a la biologia y
fisiologia del flebotomino, se establece wuna
interaccidn Leishmania-vector que favorece la
infeccidon y transmisidn del parasito, convirtiéndose en
algunos casos en una relaciéon estrecha especie
especifica (40,41). En términos generales, el parasito
con la ayuda del vector, logra superar la barrera
primariay entrar al hospedador vertebrado por medio
de la picadura del flebotomino (ver figura 3). A su vez,
el traumatismo secundario producido por la picadura
del insecto vector induce en el hospedador una
respuesta inflamatoria que causa la migracion de
diferentes células, en especial, macrodfagos,
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neutréfilos y linfocitos, los cuales son blancos
intracelulares del parasito, favoreciéndose asi su
sobrevivencia y desarrollo (12,38,42).

Los promastigotes metaciclicos de Leishmania
desarrollados en el sistema digestivo del vector entran
al hospedador vertebrado a través de la prosbocide del
insecto en el sitio de la picadura. Los promastigotes
metaciclicos infectivos estdn capacitados para
bloquear vy resistir los factores de lisis por
complemento y facilitar la ubicacién intracelular, para
posteriormente  ocurrir la  transformacion de
promastigote metaciclico en amastigote intracelular,
con capacidad para desarrollarse en el interior de las
células del hospedador vertebrado. El promastigote
metaciclico es mds resistente a la lisis por
complemento que el resto de los promastigotes,
debido a su grueso glicocalix, los promastigotes
metaciclicos contienen cinasas que fosforilan a C3, C5
y C9 provocando su inactivacion. Ademas, el LPG y la
gp63 favorecen la unién de C3bi a la superficie del
pardsito. De esta manera, el pardsito favorece su
propia opsonizaciéon y posterior fagocitosis mediada
por los receptores de complemento. A su vez, la
activacion de complemento favorecen la liberacién de
las anafilotoxinas C3a y C5a que son potentes agentes
guimiotacticos para neutréfilos y monocitos. También
en algunas especies de Leishmania se han descrito que
secreta un factor quimiotactico para
polimorfonucleares (15,28).

Por otra parte, la saliva del flebotomino

Figura 3. Microfotografia de Lutzomyia migonei
realizando la hematofagia.”.

vector es inoculada junto con los parasitos al momento
de la picadura del insecto. A su vez, la saliva estd
conformada por un conjunto de moléculas con
diferentes propiedades farmacoldgicas (43-45). La
saliva de los flebotominos esta constituida por sales,
iones, minerales, proteinas, enzimas y diferentes
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moléculas, con diversas funciones que facilitan la
lubricacion  de las piezas bucales del insecto, el
proceso y digestion del alimento rico en carbohidratos
y de sangre (1,10,46,47) (ver figura 4). La saliva
también influye en la infectividad del parasito (11) y
estimula  una respuesta humoral y celular en el
hospedador vertebrado (15,16).

La saliva de los flebotominos contiene
potentes sustancias vasodilatadoras: maxadilan
(Lutzomyia) o adenosina (Phlebotomus),
antiagregantes plaquetarios, apirasa y sustancias
estimuladoras de la produccién de prostaglandina E2.
Estos mecanismos utilizados por el insecto para
favorecer su alimentaciéon reducen la inflamacion vy
facilitan la transmision de Leishmania. La saliva posee
un conjunto de proteinas, identificadas como apirasa e
hialuronidasa, entre otras, las mismas tienen actividad
anticoagulante, inmunosupresora y vasodilatadora,
favoreciendo la sobrevivencia vy desarrollo del los
promastigotes metaciclicos infectivos en el
hospedador vertebrado (48,49).

El maxadilan es el vasodilatador mas potente
encontrado en la naturaleza, identificado en la saliva
de L. longipalpis, a su vez incrementa la produccién de
IL6, IL4, IL10 y PGE2 y disminuye la produccion de
IL12, IFN-y, TNF-ay NO. La IL4 por su parte activa a los
macrofagos, incrementa IL10 y la inosina, mientras

Figura 4. Microfotografia de las glandulas salivales
de Lutzomyia migonei. 400X

inhibe IFN-y, TNF-a y NO, lo cual favorece el
establecimiento de la infeccion y sobrevida del
parasito (33,37,50).

La saliva también afecta la expresion de
moléculas co-estimulatorias sobre la superficie de los
monocitos humanos y los macrofagos. Ademas, se ha
observado una disminucién de moléculas, tales como
el CD80, CD86 y CD11la durante la diferenciacion y
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maduracidon de las células dendriticas, después que
estos han sido estimulados con saliva (16,19). De la
misma manera, estimulando los monocitos humanos
con lipopolisacaridos y usando homogeneizados de
glandulas salivales de Lutzomyia intermedia, se
reportd una disminucidn en la produccién de IL-10 sin
cambios significativos en IL-6, TNF-a e IL-12p40
(13,37). Las moléculas anticoagulante y vasodilatadora
de la saliva facilitan la hemorragia en el sitio de la
picada e inhiben la expresion de TNF-a. Por otro lado,
se incrementa la expresion de IL-6 por parte de los
macrofagos y estimula la produccidon de quimioquina
(32,51).

Las proteinas salivales de los flebotominos
estan involucradas en la inhibicién de la lisis por
complemento, asociada con la habilidad de interferir
varias funciones de las células presentadoras de
antigeno, facilita la fagocitosis, inhibe a las células
asesinas naturales (del ingles, Natural Killer o NK),
estimula la sobrevivencia de los macrofagos, estimula
la produccidn de fibrosis, la resistencia por péptidos
antimicrobiales, la degradacién de proteinas
citotdxicas y de fibroflastos (19,46,52).

Se ha demostrado que las primeras células
que llegan al sitio de la picada en los primeros 30
segundos posterior a la picada, son los neutrdfilos y
éstos llegan al sitio de la infeccion mediante diapédesis
(35,37,51). En las dos primeras horas, los neutréfilos
son la mayor linea celular en el sitio de la infeccion.
Este reclutamiento especifico se da gracias a ciertas
proteinas presentes en la saliva del vector que
estimulan la produccion de la quimioquina CXCL1, la
cual es critica para el reclutamiento de neutrdfilos por
diapédesis, facilitando asi, la estrategia "Troyana™ de
Leishmania, permitiéndole camuflajearse en los
neutrdfilos (39,53).

La saliva de los flebotominos como marcador
epidemioldgico y vacuna

La saliva de los flebotominos posee un repertorio de
proteinas que facilitan la transmision del parasito al
hospedador vertebrado, proporcionando un excelente
microambiente para Leishmania (11,54-55). También,
se ha demostrado el desarrollo de anticuerpos anti
saliva en animales experimentales, silvestres y en
humanos expuestos a las picadas de los flebotominos
(15,32,44,56-59). Proponiéndose el uso de la saliva de
los flebotominos como un posible marcador
epidemioldgico o de riesgo (12,59,60). Un estudio
experimental con las dos principales especies de
flebotominos vectores en la regién de los andes
venezolano, como son Lutzomyia migonei y L. ovallesi,
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demostraron la presencia de anticuerpos anti-saliva
en ratones BALB/c previamente inmunizados con las
picaduras de ambas especies de flebotominos,
ademas, se identificaron proteinas anti-saliva especies
especificas. También se detectaron proteinas con
reaccién cruzada entre las dos especies, soportando la
idea de que los polipéptidos anti-saliva podrian ser
usados como posibles marcadores epidemioldgicos.
Sin embargo, cuando se enfrenta la saliva de ambas
especies con sueros de humanos provenientes de
personas con leishmaniaisis y sin leishmaniasis, no se
logré evidenciar diferencias (61-63). En un estudio
similar, con sueros de humanos provenientes de zonas
endémicas y no endémicas en Brasil, por el método de
ELISA, muestran que pueden existir o no diferencias
entre los niveles de anticuerpos anti-saliva de
flebotominos en sueros de humanos (58,64). Aunque
estos resultados podrian mejorarse utilizando antigeno
salival recombinante, como ocurre en areas endémicas
del viejo continente con vectores de leishmaniasis
visceral (64), es poco probable el éxito de las
proteinas salivales como marcador epidemiolégico en
las zonas tropicales con leishmaniasis tegumentaria,
debido a la riqueza en la flebotomofauna en las zonas
endémicas y a las posibles reacciones cruzadas con
otros insectos hematdfagos abundantes en los
tropicos como son los mosquitos, que pueden
interferir en la respuesta (44,65,66). Ademads, el
hospedador vertebrado presenta diferentes tipos de
respuesta inmune, humoral o celular, de acuerdo al
tiempo de exposicidn e intensidad de exposicion a las
picadas y especies de flebotominos presentes en una
area particular (49,67).

Por otra parte, todavia no se ha logrado elaborar una
vacuna efectiva para brindar proteccidon especifica y
duradera contra la leishmaniasis. Se han utilizado
diversos abordajes para tal fin, entre ellos, se
considera el uso de las proteinas salivales como
blanco de una vacuna. Se ha demostrado que la
respuesta asociada con la produccién de anticuerpos
anti-saliva, también estimulan una respuesta celular
principalmente del complejo mayor de
histocompatibilidad que se ha evidenciado es
desfavorable contra Leishmania (13,35,54). Esta

respuesta esta caracterizada por la produccién de IFN-
Y, que es critica para la estimulacidn de una respuesta
tipo Thl determinante para una respuesta contra el
parasito en el sitio de la picadura (10,37,57,67). En
ratones, pre expuestos a proteinas salivales muestran
un efecto protector contra la infeccion; este efecto
protector esta correlacionado a una fuerte respuesta
de hipersensibilidad retardada e incremento de IFN-y y
IL-12 en el sitio de inoculacién (12,53). En Lutzomyia
longipalpis se han identificado 2 de 35 proteinas anti-
saliva que producen una fuerte respuesta celular
contra Leishmania. Recientes estudios in vitro e in vivo
con proteinas recombinantes han mostrado la
eficiencia de éstas como posible blanco de vacuna
contra Leishmania chagasi (syn. Leishmania infantum),
causante de la leishmaniasis visceral en las américas,
cuya transmision es limitada a Lutzomyia longipalpis o
Lutzomyia evansi (16,31,32). En humanos la inmunidad
celular contra la saliva ha sido poco estudiada y es
dominada por la activacién de linfocitos que producen
IL-10 e IFN-y, de ahi la importancia de identificar la
proteina salival que activa estos linfocitos para el
desarrollo de una vacuna a partir de saliva de los
flebotominos (16). Aunque todos estos estudios
sugieren la posibilidad de prevenir la leishmaniasis, a
partir de las proteinas salivales de los flebotominos
como posible blanco de una vacuna, todavia faltan
estudios para comprender el papel de la saliva de los
flebotominos en el mecanismo de transmision de
Leishmania, principalmente de la leishmaniasis
tegumentaria (65). Aunque se han realizados estudios
con tecnologias imagenoldgicas que abren la
posibilidad de monitorear el proceso de interaccion
Leishmania- célula, en tiempo real desde el primer
momento de la entrada del pardsito durante la
picadura del flebotomino vector (52,68), es necesario
la integracion de técnicas moleculares de avanzada,
que permitan entender el mecanismo
inmunopatogénico que induce la saliva, y que su vez,
permitan el uso de la saliva como posible marcador
epidemioldgico o como fuente proteica blanco para
una vacuna contra la leishmaniasis.
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