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Influéncia da Saliva de Flebotomimeos na Leishmaniose Experimental e Humana

Role of Sand Fly Saliva in Experimental and Human Leishmaniasis

Clarissa Teixeira-2, Regis Gomes! 2, Manoel Barral-Netto' 23, Aldina Barral®-%3, Claudia Brodskyn’ 23
Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, FIOCRUZ%; Faculdade de Medicina da Bahia da UFBA?; Instituto de

Investigacdo em Imunologia; Salvador, BA, Brasil

Aleishmanioseétransmitidapeapicadadovetor flebotomineoinfectado. A salivadesteflebdtomo
possui um repertorio de moléculas que modulam as respostas hemostatica, inflamatéria e
imunolégicado hospedeiro. Oseventosiniciaisentrealeishmaniaeosstemaimunedo hospedeiro
estdodiretamenter dacionadosao desenvolvimento dainfecgao ou a protegdo contraoparasita. Os
componentesdasalivainfluenciam dir etamente essasinter agdes. Estescomponentestém sido
bastanteexploradosevériostrabalhosnaliter aturatém estudado estesaspectos. Nestar evisio,
discutimos as contribui¢des da literatura, que procuram esclarecer ainfluéncia da salivana
respostaimuneinicial anti-leishmania do hospedeir o e no estabelecimento dainfeccdo, trazendo
novasper spectivasparaotratamento, controleeprofilaxia dadoenca.

Palavr as-chave: Vetor, saliva, Leishmania, infeccdo.

Leishmaniases are transmitted to their vertebrate host by infected phlebotomine sand fly. The
saliva from these insects contains a repertoire of pharmacologically active molecules that are
able to interfere with the host’s haemostatic, inflammatory and immune responses. The initial
events between Leishmania and the host's immune response are directly related to disease
progression or protection against the parasite, and saliva contributesdirectly to theseinteractions.
Recent work in the literature has described these aspects, and these interactions have been
extensively investigated. In this literature review, we have identified reports that explain the
roleof salivain theinitial immuneresponseagainst Leishmaniain thehost and against infection,
bringing new perspectives for treatment, prophylaxis and disease control.

Key words: Vector, saliva, Leishmania, infection.

Asleishmanioses causadas por protozoérios do
género Leishmania constituem um problemasério
de salide publica em vérias regides do mundo. Os
flebotomineos, vetores das|ei shmanioses, ingerem
os parasitas quando picam o hospedeiro vertebrado
infectado. As amastigotas, que vivem de forma
intracel ular no hospedeiro vertebrado, transformam-

Recebido em 22/02/2005 Aceito em 27/05/2005
Endereco para correspondéncia: Dra. Claudia Brodskyn, R.
Waldemar Falcdo, 121, 40296-710 Salvador, BA, Brasil, Tdl.: 55
7133564320; FAX: 557133564320, ramdl: 261.

E-mail: brodskyn@cpggm.fiocruz.br

GazetaMeédicadaBahia 2005;75(1):Jan-Jun:18-23.
© 2005 GazetaMédicadaBahia (1SSN 0016-545X).
Todos os direitos reservados.

se em promastigotas no intestino do vetor,
diferenciando-se em promastigotas metaciclicas por
volta de uma semana. A infec¢do por leishmania
ocorre quando a fémea, ao realizar o repasto
sanguineo, necessario para maturagdo dos ovos,
inocula o parasita no hospedeiro vertebrado 9,
Durante esse processo, 0 conteldo da glandula
sdivar édepositado no local dapicada, promovendo
0 bloqueio de mecanismos hemostaticos do
hospedeiro que beneficiam o vetor naobtencdo do
alimento. Recentemente, a importancia dos
componentes daglandulasalivar dosflebotomineos
em estabelecer uma infeccado eficiente por
leishmania, tem se tornado mais clara, trazendo
novas perspectivas para o control e da doenca.
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Caracterizagdo dos Componentes Salivares de
Fleb6tomos

A obtencdo de sangue como alimento parao vetor
flebotomineo tem como maior desafio enfrentar as
dificuldadesimpostas pel os mecanismosde defesado
hospedeiro. A hemostasia, processo utilizado pelo
hospedeiro paraevitar aperdade sangue, écontrolada
por componenetes anti-coagul antes, anti-agregacéo
plaquetéria e vasodilatadores da saliva (3 1419,
Algumas dessas mol écul asjaforam caracterizadas,
como ahialuronidase, queauxilianadifusdo deoutros
componentes, aapirase, prostaglandinaE2 (PGE2) e
prostacicling, que blogueiam aagregacéo plaquetaria
e promovem a dilatacdo sangiiinea. Dentre as
substéncias vasodil atadoras, o maxadilan, presente
apenasnasaivadelL. longipalpis, foi caracterizado
como um potente vasodilatador 9. Estasmoléculas,
com fungdes redundantes e sinérgicas, tém como
objetivo principa aformaco do*lago sangliineo” para
obtencdo de alimento por parte dosfleb6tomos .

Devido aimporténciadasalivano repasto sangliineo
dos flebotomineos, naimunidade do hospedeiro e
transmissdo do patdégeno, a caracterizacdo dos
componentes salivares responsaveis por essas
atividades € necessaria para compreender 0s
mecani smos de agdo bem como desenvolver novas
estratégias parabloquear atransmissao do patdgeno.
A purificagdo doscomponentessalivarestem sidoum
desafio devido a peguenaquantidade de proteinasda
glandula salivar. Muitas proteinas salivares com
atividades anti-hemostéticas, inflamatérias e
imunomodulatérias foram isoladas seguindo
abordagensbioquimicasedabiologiamolecular.

Novasabordagensexperimentalsencontram-seem
desenvolvimento, na tentativa de se caracterizar
moléculaspresentesnasgléndulassdivaresdosvetores.
Asabordagens experimentaistém mudado do estudo
deumaunicamoléculapresentenaglandulasdivar para
0 estudo do complexo total de genes e proteinas
secretadas pel os artropodes, usando umaabordagem
de“ataperformance” (high-throughput). A idéiaé
combinar um protocolo de sequéncia massiva de
bibliotecas de cDNA da glandula salivar, uma

abordagem protedmicaparaisolar um grande grupo
deproteinas salivares e ensaios de altaperformance
funcionais e biolégicos para analisar e testar as
atividades biol 6gicas destas novas mol écul as 022,
Estudos dedtaperfomance gendmicose protedmicos
tém resultado nadescobertade genese proteinasque
néo foram anteriormente descritasem artrépodes. Essas
novas abordagens permitem n&o somente a
caracterizacdo de fatores salivares envolvidos em
homeostase einflamacéo, mastambém aidentificacdo
denovasproteinassaivares, cujasfungdesbiol gicas
aindan&o s&o conhecidas.
Outradternativaparaagendmicafunciona €ouso
da vacinacdo de DNA. A obtencdo de plasmideos
contendo um promotor e cDNAS selecionados que
podem ser injetadosno animal paraaindugdo deuma
respostaimune seriamais eficiente do que produzir
grandesquantidades deumaproteinarecombinantepara
injetar emanimais paraproducdo de anticorpos@.

O Papel da Salivaem M odelos Experimentais

Asproteinassdivaresdo vetor tém capacidade de
modificar arespostainflamatériaeimunol 6gicado
hospedeiro. Como consequiéncia, o parasita que é
inoculado nadermeduranteadimentacdo éfavorecido
pelapresencadasaliva, ja que amesma é capaz de
exarcebar a infecgéo por leishmania em modelos
murinosexperimentais. A co-inocul agéo do sonicado
deglandulasdivar (SGS) de Phlebotomus papatas
com Leishmaniamajor napatae, maisrecentemente,
nadermedaorelhade camundongos, resultou em uma
exacerbacdo draméticadalesdo G19. A Leishmania
brazliensis, que normalmente ndo leva a infecgcdo
mesmo em camundongos suscetiveiscomo BALBI/c,
guando co-inoculado com SGS de Lu. longipalpis
resultou em lesbes cutaneas progressivas com a
presenca de macréfagos densamente parasitados e
persisténciade granul 6citos 61119,

Os componentes presentes na saliva dos
flebotomineos também apresentam atividade
imunogénica, induzindo a producdo de anticorpos
contra diferentes proteinas. O exato papel desses
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anticorpos naexacerbaco ou protecdo ainfeccdo por
leishmania ainda ndo esta totalmente esclarecido.
Estudos tém sugerido um possivel mecanismo de
bloqueio na transmissdo da leishmania. Animais
expostos a pi cadas de flebdtomos ou inoculados com
0 SGSdesenvolvem eevadosniveisdeanticorpos|gG
anti-saliva®7°2123  Recentemente, Nnosso grupo
mostrou que camundongos BALB/c expostos a
repetidas picadasde Lu. Longipalpis, transmissor da
L. chagas, produz anticorposanti-saliva, dém deum
intenso infiltrado inflamat6rio . Neste estudo,
observou-se um predominio delgG, particularmente
IgG1, masnéo delgG2aelgG2b anti-saliva(Figura
1). A 1gG total presente nesses animais reagiu
predominantemente com trés bandas protéicas
presentesno SGSdelL. longipal pis(16, 44 e45kDa).
A inoculagdo de soro proveniente desses animais
picados por L. longipal pis e previamente incubado
com SGS do mesmo vetor, provocou umaresposta
inflamatériainicia com apresencaquasequeexclusiva
de neutrofilos, sugerindo a participacdo de
imunocomplexosem gerar umarespostainflamatoria
(Figural). A pré-exposicdo apicadasdeP. papatas
ouinoculacdo do SGS em camundongosfoi capaz de
bloquear o estabel ecimento dainfecgdo por L. major
@921, Ghosh & Mukhopadhyay (1998)" atribuem aos
anticorpos anti-salivaadificuldade do P. argentipes
emredizar um eficienterepasto sangliineo emhamgers
imunizados com picadas deste mesmo vetor. A
percentagem deengorgitamento sangliineo diminui ea
mortalidade dosflebdtomosaumentaamedidaque os
niveis de anticorpos anti-saliva aumentam nesses
animas

Expod gdesrepetidasasdivado flebdtomo também
levam ao desenvolvimento deimunidade celular no
hospedeiro contraos produtossdivares, caracterizada
por umareacao de hipersensbilidadetardia(RHT) com
apresencade cd ulasinflamatériasrecrutadas parao
local da picada. Este recrutamento é um fator
importante no estabelecimento da infeccéo por
leishmania, jaque este evento facilitariaapenetracéo
e crescimento do parasitanointerior destascéulas. O
desenvolvimento de RHT facilitaria também a
alimentacdo do fleb6tomo. Observou-se quefémeas

alimentam-se maisrapidamente em hospedeiros que
desenvolvemreacdo dehipersensibilidedetardia; o que
pode refletir umaadaptacdo do vetor arespostaimune
do hospedeiro “9.

A saliva também esta envolvida no processo
inflamatérioinicia no hospedeiro. Utilizandoomodeo
do bolsdo dear inflamatério, temos observado quea
sdivadeL. longipal pisinduz aum maior recrutamento
de neutrdfilos, eosinofilos e, principal mente,
macrofagos, quando comparados a salina ou LPS
(dados n&o publicados). O aumento significante no
recrutamento de macréfagosnapresencadasdivaesta
relacionado apresencade CCL2/MCP-1, quimiocina
recrutadorade macréfagos. Entretanto, esteefeito é
blogqueado pedapré-incubacdo dasdivacomanticorpos
anti-SGH em animai s previamente expostosapicadas
de L. longipalpis. Utilizando este mesmo modelo,
observamos um aumento no nimero de células
recrutadas napresencadelL. chagasi, ou L. chagasi
mais saliva(dados ndo publicados). Estesresultados
indicam que a saliva contribuiria para umaintensa
reacdo inflamatdriano local dapicada, atraindo um
maior nimero de possiveis cé ulashospedeirasparaa
entradado parasita. Estaatividade pré-inflamatériada
salivatambém jahaviasido observadanasalivadeP.
duboscgi e P. papatasi %, O recrutamento de
macr6fagos resultaem beneficio ao hospedeiro ou a
leishmania que dependera da predominancia de
macrofagos ativados ou moléculas que causem
desativacéo.

Outro aspecto relevante relacionado ao
desenvolvimento deumaRHT éaprotegdo contraa
leishmania em animais que desenvolvem
preferencid menteessareacdo. Assm, aRHT tornaria
oloca um ambienteindspito parao estabel ecimento
dainfecgdo pelaleishmania, ou modificariao micro-
ambiente, contribuindo parao desenvolvimento dos
eventosiniciaisqueiriaminfluenciar arespostaimune
do hospedeiro contra a leishmania. Usando uma
abordagem de alta performance, Valenzuela et al.
(2001) @Y jsolaram um grande nimero de proteinas
salivares e genes do vetor Phlebotomus papatasi e
encontraram umaproteinade 15 KDa, denominada
PsSP115, capaz de bloquear a transmissdo da L.
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Figural. Efeitosdasalivade Lutzomyialongipal pisno hospedeiro vertebrado. (1) Infiltrado inflamatdrio, (2)
respostaimune humoral, (3) formac&o deimuno-complexos e (4) regulacdo daexpressdo de moléculas co-
estimul atérias e citocinas nas cél ul as apresentadoras de antigenos.
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major. Assim, animai simunizadoscom aproteinaou
o plasmideo contendo a sequiéncia SP15, tornaram-
seresistentes aum desafio posterior constituido de
parasita mais saliva. Os animais imunizados
gpresentaram umaintensarespostacelular RHT edta
producéo de anticorpos. Osautoresverificaram ainda
gue camundongos, mesmo deficientesde célulasB,
quando imunizados com o plasmideo, mostraram
protecdo contraum desafio posterior, sugerindo quea
respostaimune celular, caracterizadapor RHT, recruta
célulasinflamatorias para o sitio dainfeccdo, como,
por exemplo, macréfagos ativados, produzindo NO,
radicaislivresdeoxigénioelL-12, criandoumambiente
indspito paraaleishmania.

A caracterizacdo deum grande nUmero de proteinas
salivares e seus respectivos cDNAS permitem-nos
testar grande quanti dade de candidatosemum sistema
determinado. Outravantagem refere-seautilizacdo da
vacinacdo de DNA para a busca de candidatos a
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vacing, através da producao de proteinas nativas no
animal injetado versus o uso de proteinas
recombinantes. A quantidade de DNA requeridapara
vacinagdo € muito menor do que aguela capaz de
induzir aumarepostaimune quando dautilizacéo de
proteinas recombinantes. Assim, esse tipo de
abordagem est4 acelerando o estudo de proteinas
salivares dos vetores transmissores de patdgenos.
Genesfuncionais, previamentendo relatadosnasdiva
dosartropodes, estdo agorasendo descritos. Essetipo
de modelo experimental deve contribuir no
desenvolvimento devacinasparadoencastransmitidas
por vetores.

Dadospreiminaresdo nossolaboratorio mostraram
que, construcdesde cDNAs provenientesdaglandula
salivar deL. longipalpis, foram capazesdeinduzir a
uma resposta imune celular e/ou humoral contra
antigenosdaglandulade Lu. longipal pisem hamsters
eBALB/c.Alémdisso, dgumasconstrugdesde cDNA
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foram capazes de proteger animaisdesafiadoscomL.
chagasi mais SGS de L. longipalpis. Essas
construcdesde cDNA, que resultaram em protegéo,
também foram capazesdeinduzir areacdo de RTH
nosanimaisimuni zados (dados n&o publicados).

O Papel dosComponentes Salivaresno Homem

Estudos em nosso laboratério sugerem que, em
&reas endémicas para leishmaniose, a exposicao a
picadas de fleb6tomosndo infectados podeinfluenciar
naepidemiologiadadoenca. Individuos provenientes
de &reasndo endémicas correriam ummaior risco de
desenvolver formasmaisgravesdele shmaniose, uma
vez que seriam imunol ogicamente “naives’, ndo
somente a leishmania, mas também & saliva do
flebétomo. Recentemente, Barral et al. (2000) e
Gomeset a. (2002)®, desenvolvendo estudos em
umaareaendémicaparaleishmanioseviscerd (LV),
demonstraram apresenca de anticorpos anti-saliva
de Lu. longipal pisem sorosde criangas queresidem
no mesmo local (Figural). Umaforte correlacéo foi
encontradaentre altos niveisde anticorpos | gG anti-
salivae umaresposta de hipersensibilidade tardia
(RHT) anti-leishmania @, sugerindo que anticorpos
anti-salivade fleb6tomos no homem podem servir
como marcadoresimportantes naexposi ¢ao avetores
das|ei shmanioses nessas &reas. Estasinformacdes
podem ser utilizadas de diversasformas, umadelas
serianaidentificacéo dadistribuicéo espacial dos
flebotomos em umadeterminadaérea, auxiliando no
direcionamento do controle do vetor e da doenca.
Outra forma seria como marcador de protegéo.
Individuosresidentesem umaéreaparalV que sdo
RTH positivosparaantigenosdeleishmaniae, portanto,
estariam protegidos contraainfecgao, desenvolvem
uma resposta de anticorpos 1gG anti-saliva de Lu.
longipalpis. Por outro lado, individuosdamesmaarea
gue possuem somenterespostasorol dgicapositivapara
antigenosdeleishmania, RHT anti-leishmanianegetivo
(ndo protegidos), apresentam baixos niveis de
anticorpos anti-saliva. No soro das criangas que
convertemo RHT paraleishmania, foram detectadas,

principalmente, assubclasselgGlelgE®. AlgGltem
sido relacionada a uma resposta Thl no homem,
enquanto que o aumento de IgE sugere o
desenvolvimento deumarespostadehipersensbilidade
imediata, j& que é considerada como marcador de
respostadotipo Th2 . Essetipo derespostamista(Thl/
Th2) temsdordaado emindividuosexpostosapicadas
deoutrosvetores. A reacdo seiniciacom RHT, seguida
deumareacdo de hipersens billidade imediata, sendo
finalizada com dessensibilizacdo ™. Os antigenos
sdlivares reconhecidos pelos anticorpos anti-saliva
presentes nos sorosdosindividuos daéreaendémica
estdo dispostos respectivamente em um grupo de
proteinas com pesos mol ecul aresde aproximadamente
45, 44, 43, 35, 27 e 16 kDa ©®.

A salivatambém exerce um efeito direto sobre
células apresentadoras de antigenos. O SGS de
Lu.longipalpisfoi capaz deinibir aprodugdo delL-
10e TNF-o eelevar aproducdo delL-6, IL-8elL-
12p40 por mondcitos e cél ulas dendriticas humanas
estimuladas com LPS (Figura 1). A expresséo de
mol écul as co-estimul atdrias, importantes naativacdo
e manutencdo darespostade linfacitos T, também
foi alteradaem mondcitos (devacdo de CD86 e HLA-
DR) e macrofagos (reducdo de CD80 e elevacdo de
HLA-DR). A reducdo naexpressao dessas moléulas
foi observadanadiferenciacdo de célulasdendriticas
e na maturacdo induzida por CD40L. A pré-
incubagdo da saliva com anticorpos anti-SGH
bloqueou os efeitos dasalivaanteriormente descritos,
evidenciando a importancia dos anticorpos na
neutraizacdo dospossiveisefeitosdel etériosdasdiva
ao sistemaimune do hospedeiro ®.

Em conlusdo, o estudo da saliva em modelos
experimentais ou in vitro tem trazido novos
esclarecimentos com rel agdo ao estabel ecimento da
infeccdo. Estes novos aspectostambém abrem novas
perspectivas quanto apossiveisnovos candidatospara
aconstrucdo de umavacinaeficaz. A utilizagdo de
vacinasde DNA poderdser umaexce entedternativa
na inducdo de uma resposta imune eficaz contra
produtos da saliva destes vetores, bloqueando
consequentemente a transmissdo da leishmania
veiculadas por estesinsetos.
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