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Resumo — Para exercerem a hematofagia, os insetos hematdfagos perfuram a pele de seus hospedeiros, liberam saliva e
sugam o sangue. A saliva dos insetos ¢ crucial para o sucesso do hematofagismo, pois o mesmo desencadeia diversos
mecanismos fisioldgicos naturais nos animais vertebrados. Para subjugar tais acontecimentos fisiolégicos os insetos
hematofagos estocam em suas glandulas salivares um arsenal molecular com varias propriedades, incluindo as de agdo
vasodilatadora, anticoagulante, antiplaquetaria e imunomoduladora. Estes alvos da saliva dos insetos hematofagos
correspondem aos principais episodios que ocorrem logo apos lesdo vascular e entrada de elementos salivares durante o
processo hematofagico. Os microorganismos patogénicos que sdo transmitidos por insetos hematofagos podem ser
favorecidos pelas a¢des anti-hemostaticas e imunomoduladoras da saliva, através da regulacdo da resposta imune do
hospedeiro que potencializam os eventos infecciosos. O conhecimento da interagdo molecular entre os insetos
hematdéfagos e seus hospedeiros proporciona meios de combate as doencas transmitidas durante a hematofagia.
Portanto, o objetivo deste trabalho ¢ expor as principais caracteristicas da saliva dos insetos hematdfagos no processo
hematofagico e nos mecanismos imunomoduladores que governam os ciclos de transmissao de patdgenos aos animais e
ao homem.
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The hematophagic and parasitological importance of blood-sucking
insect saliva

Abstract — To blood feed, haematophagous insects pierce the host skin, salivate and then suck blood. In this context,
the blood-sucking insect saliva is the key for the success of this mission, since hematophagy triggers a range of natural
physiological reactions in vertebrate animals. To overcome the host physiological events, blood-sucking insects store in
their salivary glands a blend of molecules displaying various properties, such as vasodilatory, anti-clotting, anti-platelet
aggregation and immunomodulation. These actions are addressed to the main events occurring just after a vascular
lesion and when salivary compounds make contact with host tissue through hematophagy. Blood-sucking insects-
transmitted parasites may be favored by the anti-haemostatic and immunomodulaion saliva properties, through the host
immune response regulation which may be responsible for infection enhancement. The molecular information from the
interface between bloodsucking insects and their hosts give measures of controlling the diseases transmitted during
blood feeding. Thus, the goal of this work is to show the main characteristics of the blood-sucking insect saliva both in
the hematophagic and in the immunomodulatory mechanisms governing the transmission cycles of pathogens vectored
by insects to animals and man.
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INTRODUCAO

Os principais héabitos alimentares dos insetos sdao a fitofagia, habito relacionado a ingestao de
alimento de origem vegetal, representado por seiva e frutos; a zoofagia, habito cuja fonte alimentar
¢ constituida de outros animais invertebrados e até de pequenos vertebrados; e a hematofagia,
habito restrito a cinco ordens de artropodes e que consiste na ingestdo de sangue de animais
vertebrados. Neste contexto, existem mais de 14.000 espécies de artropodes que sugam sangue,
distribuidas em mais de 400 géneros e em pelo menos oito familias agrupadas em quatro ordens de
insetos (Ross, 1982; Richards & Davies, 1984).

Dentre os insetos hematofagos, dois grupos bem distintos podem ser encontrados, conforme a
relacdo com os hospedeiros vertebrados: os ectoparasitas permanentes € o0s ectoparasitas
temporarios (Carrera, 1991; Rey, 1992).
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Comportamento hematofagico

Com excecao aos Hemiptera, os Siphonaptera e algumas espécies de Diptera (Stomoxys
calcitrans, Haematobia irritans e Glossina spp), nos quais o comportamento hematofagico ¢
compartilhado por ambos os sexos, a hematofagia ¢ desempenhada exclusivamente pelas fémeas.
Neste comportamento os insetos assumem duas posturas basicas na busca do alimento sanguineo: a
solenofagia e a telmofagia. Na primeira, os insetos retiram sangue diretamente dos vasos
sanguineos, alguns do sangue extravascular, utilizando para isto uma probdscide longa e flexivel,
como por exemplo, os mosquitos (Diptera, Culicidae) e barbeiros (Hemiptera, Reduviidae), e, na
segunda, os insetos geralmente possuem uma proboscide curta e dilaceram os pequenos vasos
produzindo uma espécie de microhemorragia, ¢ dela sugam o alimento sanguineo (Gordon et al.,
1952). Os flebotomineos (Diptera, Psychodidae), os maruins (Diptera, Ceratopogonidae) e os
borrachudos (Diptera, Simuliidae) sdo exemplo de insetos telmodfagos.

Para muitos insetos hematofagos, a alimentacdo sanguinea ¢ necessaria para suprir demandas
nutricionais associadas com o crescimento do inseto. Muitos organismos so sdo capazes de evoluir e
reproduzir realizando a hematofagia desde sua primeira fase de vida até a fase adulta (Carrera,
1991; Neves et al., 2005). Sem o repasto sangiliineo nao ocorre a evolugdo completa desde larva até
adulto, e os estdgios imaturos, quando muito, fardo apenas uma mudanga de cuticula. Outros
insetos, no entanto, exercem a hematofagia apenas como fonte de proteinas e aminodacidos,
necessarios ao desenvolvimento do ovario, tendo, portanto, relevante papel reprodutivo. Nesse caso,
os machos nao sugam sangue, necessitando somente das substancias agucaradas obtidas de diversas
fontes vegetais e que servirdo para a sua manuten¢do biologica (Carrera, 1991; Rey, 1992; Neves et
al., 2005).

Do ponto de vista parasitologico, a hematofagia proporciona um cenario para a transmissao de
doencas aos animais e ao homem, visto que inimeros microorganismos patogénicos utilizam o
habito hematofagico dos insetos para a continuidade de seu ciclo de vida e podem passar de um
hospedeiro a outro através (1) do fluxo salivar (Plasmodium spp.); (2) do bloqueio mecanico do
canal alimentar (Leishmania spp.); (3) da excrecdo de fezes contaminadas durante a pré-diurese
(Trypanosoma cruzi), e (4) pelo rompimento do aparato bucal (Wuchereria bancrofti) (Carrera,
1991; Rey, 1992; Neves et al., 2005). Qualquer que seja a via de transferéncia, ¢ durante a
hematofagia que se estabelece o contato mais intimo entre o inseto e seu hospedeiro sanguineo.

Durante o repasto sanguineo, os insetos hemat6fagos injetam saliva nos tecidos dos hospedeiros.
As moléculas do contetido salivar auxiliam na busca por um local ideal para a hematofagia e na
superacao das conseqiiéncias fisiologicas naturais ali encontradas. Para exercer com sucesso esta
tarefa, os insetos hematdfagos precisam superar os obstaculos hemostaticos e inflamatorios do
hospedeiro.

A hemostasia ¢ um fendmeno natural em que os tecidos do hospedeiro agem no intuito de conter
a perda de sangue (Spector & Axford, 1999; Metze, 2004), podendo esta resposta impedir o vinculo
hematofagico do inseto com o vertebrado. Para superar tais barreiras, a evolugdo muniu a saliva dos
insetos hematofagos de um arsenal molecular encarregado de assessorar no combate e na
neutralizacdo das respostas do hospedeiro vertebrado (Ribeiro et al., 1994; Ribeiro, 1995; Basanova
et al., 2002; Champagne, 2005). Além das propriedades anti-hemostaticas, o contetido da glandula
salivar destes insetos apresenta grande relevancia parasitologica em razdo da capacidade de regular
o sistema imune, podendo, através do poder inibitério das células microbicidas do hospedeiro, criar
um ambiente adequado a sobrevivéncia e multiplicagdo dos microorganismos transmitidos durante a
hematofagia (Gillespie et al., 2000; Andrade et al., 2005; Rohousova & Volf, 2006; Menezes et al.,
2008).

Assim, a saliva dos insetos hematdfagos certamente assegura o elo estabelecido pelo habito
hematofagico, acoplando os trés principais elementos de uma cadeia epidemioldgica: o vetor, o
parasito e o hospedeiro. O conhecimento desta interagdo ¢ de grande relevancia para o
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entendimento da estrutura de transmissdo de doencgas através da hematofagia. Portanto, o presente
trabalho tem como objetivo expor as principais caracteristicas da saliva dos insetos hematofagos e
sua importancia hematofagica e parasitoldgica, contribuindo, assim, com os estudos sobre os insetos
hemat6fagos e os mecanismos pelos quais transmitem doengas aos animais € ao homem.

A acio anti-hemostatica da saliva dos insetos hematofagos

A hemostasia ¢ um fendmeno complexo que ocorre nos animais vertebrados e que consiste de
mecanismos elaborados para conter a perda sanguinea por uma lesdo vascular. Neste processo,
podem entrar em acdo a constricgdo vascular, a agregacdo de plaquetas e a coagulagdo
sanguinea.Buscando um repasto de sangue satisfatorio, os insetos hematofagos necessitam contra-
atacar os processos anti-hemostaticos do hospedeiro, e, para tal, a saliva destes artropodes possui
moléculas vasodilatadoras, anticoagulantes e antiplaquetarias, que permitem uma sucedida
alimenta¢do sanguinea.

A acio vasodilatadora da saliva dos insetos hematofagos

Quando um inseto hematéfago encontra sua fonte alimentar, perfura a pele e libera saliva. A
saliva cria um microambiente favordvel a alimentagdo através do bloqueio da vasoconstric¢do, a
reacdo primaria que ocorre nos pequenos vasos do hospedeiro quando hd uma lesdo vascular. A
constriccao dos pequenos vasos ocorre a partir da liberacdo de tromboxano A, e serotonina pelas
plaquetas agregadas ou por células inflamatérias, como os neutrofilos (Metze, 2004). A
vasoconstriccdo favorece um contato mais intimo entre os vasos lesados € o tampao formado pelas
plaquetas no intuito de obstruir a passagem de sangue. A superagdo deste obstaculo s6 acontece
porque a saliva destes insetos possui substancias com atividade vasodilatadora a qual propicia um
maior fluxo sangiiineo para o local da picada (Ribeiro, 1992; Ribeiro et al., 1994; Ribeiro, 1995;
Champagne, 2005; Takac et al., 2006). Estas substancias podem atuar ao nivel de endotélio, no caso
do oxido nitrico, ou ao nivel da musculatura lisa, no caso do maxadilan, um vasodilatador
encontrado na saliva do flebotomineo Lutzomyia longipalpis, e das nitroforinas, moléculas
carreadores de ON encontrada na glandula salivar dos barbeiros (Lerner et al., 1991; Champagne,
1994; Champagne & Ribeiro, 1994; Ribeiro, 1995; Yin et al., 2000).

O ¢6xido nitrico (ON), encontrado na saliva de muitos insetos hematdfagos, funciona como
molécula vasodilatadora. Ao picarem, estes insetos produzem vasodilatacdo através da injecdo de
ON em suas vitimas, como ¢ o caso das espécies de hemipteros Rhodnius prolixus e Cimex
lectularius. Como o ON ¢ um gas instavel, estes insetos estocam este composto em sua saliva na
forma de nitroforinas, proteinas da mesma classe das mioglobinas e das hemoglobinas (Valenzuela
et al., 1995; Andersen & Montfort, 2000). O ON injetado na forma de nitroforina induz relaxamento
vascular através da elevacgao intracelular dos niveis do mediador GMPc das células musculares, ou
seja, produz vasodilatagdo independente de endotélio e inibicdo da agregacdo das plaquetas,
permitindo um fluxo sanguineo continuo (Champagne, 1994).

A molécula maxadilan, com agdo vasodilatadora semelhante as nitroforinas, ¢ responsavel pelo
eritema provocado pela picada de L. longipalpis durante a procura de um local favoravel para
exercer a hematofagia (Lerner et al., 1991; Ribeiro, 1995), semelhante ao que acontece com o
componente vasodilatador da saliva do maruim Culicoides variipennis, que produz um halo
avermelhado (eritema) ao redor da hemorragia petequial causada pela picada (Perez de Leon et al.,
1997).

Além da importancia hematofagica do maxadilan, esta molécula pode desempenhar relevancia
epidemiologica, pois sua agdo, a nivel de hospedeiro, pode caracterizar e direcionar o curso de uma
infeccdo. O tamanho e a durag¢do do eritema provocado pelo maxadilan dependem da quantidade
desta molécula encontrada na saliva do inseto vetor (Warburg et al., 1994). O eritema provocado
pelas picadas de L. longipalpis da América do Sul ¢ maior e mais duradouro, contrastando com o
eritema das espécies da América Central. Curiosamente, na América do Sul, a infeccao pela L.
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chagasi leva freqiientemente a uma doenga tipicamente visceral, mas na América Central este
parasito tem sido recentemente implicado no aparecimento de uma forma cutinea nao ulcerada,
além da forma tipica supracitada (Ponce et al., 1991; Neva et al., 1997). Em ambos os casos o vetor
¢ L. longipalpis e o agente etioldgico ¢ a L. chagasi (Noyes et al., 1997). Apesar da existéncia de
uma divergéncia (cerca de 23%) na seqiliéncia de aminoéacidos da molécula de maxadilan dentro das
populagdes de L. longipalpis da América Central e do Sul, isto ndo afeta a atividade vasodilatadora,
pois todas as variantes possuem atividades de vasodilatacdo equivalentes. Por esta razdo, a
quantidade diferencial de maxadilan nas populagdes de L. longipalpis parece estar relacionada as
diferentes manifestagdes clinicas desta forma de leishmaniose nas areas supracitadas.

Os anofelinos possuem uma enzima com atividade de peroxidase que degrada a serotonina
liberada pelas plaquetas, conseqiientemente bloqueando a vasoconstric¢do (Ribeiro & Nussenzveig,
1993). No Aedes aegypti, as moléculas vasodilatadoras constituem peptideos pertencentes a familia
das taquiquininas (sialoquinina I e II) (Ribeiro, 1992), termo coletivo para varias substancias de
variadas ag¢des fisioldgicas e de ampla distribuicdo em varias espécies animais desde invertebrados
até mamiferos. As taquiquininas ligam-se aos receptores presentes na parede dos vasos e induzem a
liberagcdo de ON e conseqiiente relaxamento vascular (Champagne & Ribeiro, 1994).

A acdo vasodilatadora foi também observada nos tabanideos, em que o extrato salivar destes
insetos foi capaz de exercer experimentalmente relaxamento arterial, (Rajska et al., 2003; Takac et
al., 2006), acdo esta compartilhada pelos simulideos (Cupp et al., 1994).

A acio anticoagulante da saliva dos insetos hematofagos

Outro passo importante para uma eficiente alimentagdo sangiiinea pelos insetos hematofagos € o
bloqueio da cascata de coagulacdo. Este bloqueio se da por uma série de substancias
anticoagulantes presentes na saliva destes insetos que podem operar inibindo os fatores de
coagulacdo (Bassanova et al., 2002; Champagne, 2005). Muitas substancias encontradas na saliva
de varias espécies de insetos hematéfagos tém como alvo os diversos ramos do sistema de
coagulagdo.

Na saliva dos simulideos sdo encontradas diversas substancias anticoagulantes que tem como
alvo varios fatores de coagulagdo. Por exemplo, na glandula salivar de Simulium vittatum sao
encontradas varias moléculas inibitorias dos elementos coaguladores do sangue, como a trombina,
Xa e o fator V (Abebe et al., 1995; 1996, Basanova et al., 2002). Inibidores do fator Xa foram
também isolados de mosquitos, 4. aegypti e de triatomineos (Stark & James, 1998).

Inibidores de trombina foram detectados na saliva de H. irritans (Cupp et al., 2000) e de varias
espécies de tabanideos (Kazimirova et al., 2001). Esta mesma ag¢do foi verificada com a anofelina,
molécula peptidica encontrada na saliva do mosquito Anopheles albimanus (Valenzuela et al.,
1999). A substancia proxilina foi isolada do triatomineo Rhodnius prolixus (Ribeiro et al., 1995)
que ¢ um anticoagulante que age inibindo o fator VIII da cascata de coagulagao.

Mesmo dentro de um grupo estreitamente relacionado existem diferengas quanto ao mecanismo
de bloqueio da hemostasia. Nos anofelinos, as substancias anticoagulantes sdo direcionadas a
trombina, diferindo dos culicineos em que foram detectadas substancias salivares direcionadas ao
fator de coagulacdo Xa (Stark & James, 1996). Culicoides variipennis também apresenta este fator
de coagulacao como alvo para bloquear a cascata de coagulagdo (Perez de Leon et al., 1998).

A acio da saliva no bloqueio da agregacao plaquetaria

A agregacdo de plaquetas ¢ mais um empecilho que os insetos hematofagos devem superar.
Quando os tecidos dos hospedeiros sao lesados, a superficie subendotelial induz a adesdao das
plaquetas e liberagdo de varios elementos que produzem a agregacdo plaquetéria, tais como ADP,
tromboxano A,, serotonina ¢ Ca”". O ADP ¢ um potente agregador e indutor das secregdes das
plaquetas, amplificando a agregacdo plaquetaria. Outro meio de liberagcdo destes mediadores pode
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ser via fator de agregacdo plaquetdria (PAF) liberado pelos leucocitos, além de outros elementos
como a trombina e complexo antigeno-anticorpo (Spector & Axford, 1999). Quando a agregagao de
plaquetas acontece, o fluxo de sangue pdra e, conseqiientemente, o inseto ndo se alimenta. Para
superar este processo fisiologico, os insetos hematdfagos adquiriram um componente salivar capaz
de bloquear esta agregacdo. Este componente ¢ uma enzima denominada apirase, e parece estar
presente em todos os insetos que se alimentam de sangue (Ribeiro, 1995; Basanova et al., 2002). A
apirase age quebrando o ATP e o ADP resultando em AMP (adenosina monofosfato) e fosfato
inorganico, incapazes de agregar as plaquetas.

As concentragdes ¢ a atividade da apirase na saliva dos insetos hematofagos sdo diferentes e
estdo relacionadas com o héabito hematofagico dentro de cada grupo de artropode. Os culicideos sdao
insetos solendfagos e, geralmente, procuram um local ideal para exercer a hematofagia. Neste
processo, 0 mosquito saliva continuamente e as concentragdes de apirase auxiliam no sucesso € na
velocidade com que o inseto realiza o seu repasto sangiiineo (Ribeiro et al., 1985; Ribeiro, 2000).
Desta forma, este papel da apirase ¢ um fator determinante para a capacidade vetorial de um inseto
hemat6fago. Nos insetos telmofagos esta correlagao ainda precisa ser bem avaliada.

A quantidade de apirase também pode estar relacionada ao tipo de hospedeiro ao qual o inseto
esta evolutivamente associado. Nos triatomineos, a pequena quantidade de apirase na saliva de
Dipetalogaster maximus (Ribeiro et al., 1998) condiz com o habito deste triatomineo de se
alimentar em répteis. Isto € sustentavel visto que a agregacdo plaquetaria em muitos animais nao
mamiferos se d4 por outros mecanismos que ndo via ADP (Belamarich et al., 1966), alvo da apirase.
Em contrapartida, outros triatomineos que fazem repasto sangiiineo em animais de sangue quente
apresentam quantidades substancialmente maiores de apirase (Ribeiro et al., 1998) e em sua saliva
existem moléculas que se ligam ao ADP (Francischetti et al., 2002), inibindo a acdo de agregacao
plaquetéria deste nucleotideo, como o RPAI, encontrada na saliva de R. prolixus.

Culex quinquefasciatus parece ter uma relacdo recente com o homem, ja que esta espécie foi
mais eficiente em sugar o sangue de aves do que de mamiferos (camundongo e homem), e isto foi
baseado na aparente auséncia, em sua saliva, de mecanismos antiplaquetarios eficientes, em
comparacao aos outros mosquitos avaliados (4. albimanus e A. aegypti), que se alimentam de
mamiferos e possuem uma quantidade maior de apirase e melhores mecanismos antiplaquetarios em
sua saliva (Ribeiro, 2000). Reforcando a idéia que C. quinquefasciatus t€m recente contato com
hospedeiro humano, Ribeiro & Francischetti (2001) detectaram uma enzima salivar com agdo
bloqueadora da agregacao das plaquetas, denominada PAF-fosforilcolina-hidrolase, que atua
degradando o PAF, elemento muito importante no processo de agregacdo plaquetaria em varios
animais nao-humanos.

Outros componentes e acoes da saliva dos insetos hematofagos

Outras substancias presentes na glandula salivar dos insetos hematofagos estdo ligadas
diretamente ao sucesso no processo hematofidgico e ao comportamento alimentar do vetor,
garantindo a intimidade com o hospedeiro e a possibilidade de transmissdo de microorganismos
patogénicos.

Alguns componentes encontrados na saliva dos vetores telméfagos S. vittatum e L. longipalpis
apresentam atividade enzimatica de hialuronidase (Ribeiro et al., 2000). Esta enzima hidroliza o
acido hialurénico e o sulfato de condroitina, polimeros importantes na constituicao do tecido
conectivo animal. Desta forma ela abre passagem para outros componentes glandulares que se
difundem pelo tecido cutaneo adjacente. Devido a estas propriedades a atividade de hialuronidase
parece auxiliar na difusdo dos agentes anti-hemostaticos no tecido e garantir o estabelecimento da
microhemorragia provocada pela picada, propiciando a estes insetos telmofagos explorarem mais
sua fonte sangiliinea. Muitas outras espécies de insetos hematéfagos possuem, em sua saliva,
compostos com atividade enzimatica para hialuronidase, como os Diptera telméfagos Chrysops
viduatus (Tabanidae), Odagmia ornata (Simulidae) e Phlebotomus papatasi (Psychodidae); no
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solenofago C. quinquefasciatus (Culicidae) e na pulga Ctenocephalides felis (Siphonaptera). Em
outros solendfagos estudados, (Pediculus humanus, R. prolixus, Anopheles stephensi, A. aegypti,
Glossina fuscipes e Stomoxys calcitrans), esta atividade ndo foi detectada, mostrando que a
hialuronidase ¢ uma substancia relacionada mais ao habito hematofagico dos insetos telmdfagos
(Volfova et al., 2008).

As espécies de reduviideos sdo criaturas maiores e ingerem mais sangue e, para isto, injetam
saliva continuamente ao exercerem a hematofagia (Soares et al., 2006). Para escapar das agdes
defensivas do hospedeiro, a picada destes insetos muitas vezes se torna imperceptivel. Na saliva de
Triatoma infestans foram detectados compostos com agdo inibitdria sobre os canais de so6dio (Dan
et al., 1999) e que tais efeitos sdo sugeridos de diminuir a geracdo do potencial elétrico nos nervos,
resultando na redu¢do da sensibilidade na regido e produzindo uma espécie de anestesia local. Isto
contribui para o sucesso da interacdo destes insetos com seus hospedeiros e certifica a capacidade
vetorial dos triatomineos.

Além de proteinas e gases como o ON, na saliva dos insetos também podem ser encontradas
moléculas de natureza lipidica com agdo anti-hemostatica, como as que ocorrem nas glandulas
salivares do triatomineo Rhodnius prolixus (Golodne et al., 2003). Neste caso, a molécula lipidica,
denominada lisofosfatidilcolina (LysoPC), impede a agregagdo plaquetaria via PAF e trombina e
induz um aumento da producao de ON por células endoteliais em cultura.

A acdo imunomoduladora da saliva e a transmissao de patogenos

Viérios estudos demonstraram o papel imunoregulador da saliva dos insetos hematéfagos sobre a
resposta imune do hospedeiro (Gillespie et al., 2000; Norsworthy et al., 2004; Wasserman et al.,
2004; Bishop et al., 2006; Caljon et al., 2006; Menezes et al., 2008). Este papel na imunoregulacao
consiste no fato de que os componentes salivares podem direcionar o destino de uma infeccao,
através da acdo quimiotatica, estimulatoria ou inibitoria sobre as células efetoras do sistema imune
e, conseqlientemente, favorecendo ou desfavorecendo a instauragdo de um dado patégeno que ¢
transmitido durante a hematofagia.

Nas infecgdes artificiais com espécies de Leishmania, costuma-se injetar milhdes de parasitas em
camundongos para induzir uma infec¢do. Naturalmente, os insetos hematdfagos induzem infecgdes
a partir da injecdo, durante a hematofagia, de um niimero bem menor de parasitas, como por
exemplo, de 1 a 100 no caso dos flebotomineos transmissores da leishmaniose (Warburg & Schlein,
1986). A transmissdo natural de L. major para camundongos foi simulada, utilizando extrato de
glandula salivar do vetor L. longipalpis. Quando o parasita foi inoculado juntamente com o extrato
salivar, mesmo em pequena quantidade, a infec¢ao foi mais intensa e duradoura em comparagao a
injecdo do parasita sem o extrato salivar (Titus & Ribeiro, 1988). Outros trabalhos tém demonstrado
este papel intensificador da saliva de insetos hematofagos nas infec¢des (Bezerra & Teixeira, 2001;
Morris et al., 2001; Norsworthy et al., 2004).

Os varios mecanismos estudados demonstraram que a saliva atua regulando o sistema imune do
hospedeiro, através da inibi¢dao das atividades celulares envolvidas na resposta inflamatoria, como
ativagdo linfocitaria, producdo de H,O, e ON, fatores celulares microbicidas, e regulagdo da
producao de citocinas (Soares et al., 1998; Titus, 1998; Waitumbi & Warburg, 1998; Wasserman et
al., 2004; Caljon et al., 2006; Bishop et al., 2006; Monteiro et al., 2007). Mesmo nas infecgdes
virais, a saliva dos insetos hematdfagos pode potencializar o processo de transmissdo, através da
regulacdo da resposta imune. A participacdo da saliva de A. aegypti nos experimentos com virus
Sindbis, resultou em uma redugdo, no local do inoculo, da citocina INF-y e aumento das citocinas
IL-4 e IL-10, em compara¢do com a injecao so6 do virus (Schneider et al., 2004). Similarmente, a
producao sistémica de citocinas foi avaliada a partir de linfocitos esplénicos coletados de
camundongos susceptiveis aos flavivirus expostos as picadas de C. quinquefasciatus e A. aegypti
(Zeidner et al., 1999). Nestes experimentos, foi observado redugdo de INF- y e aumento de IL-4 ¢
IL-10, resposta esta que propicia uma infec¢do viral. Este padrdo de resposta imunolédgica favorece
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as infecgdes virais, 0 mesmo ocorrendo para outros organismos, como as leishmanias.

Ac¢do quimiotatica da saliva dos insetos hematdofagos

Além destes efeitos imunomoduladores sobre os macréfagos, a saliva dos insetos hematofagos
possuem propriedades quimiotdticas. Esta quimiotaxia poderia estar relacionada pela liberagao,
induzida pela saliva, de fatores celulares com propriedades de atrair certas células do sistema imune
para a area da picada.

Com o uso de camaras de quimiotaxia contendo uma membrana com microporos, foi
demonstrada a agdo quimioatraente do extrato salivar dos flebotomineos P. papatasi e L.
longipalpis para os macrofagos. A observacao dos movimentos migratérios das células através dos
microporos foi maior quando o estimulo salivar estava presente, comparado a quantificagdo das
células migrantes diante de outros estimulos. Com esta mesma metodologia, foi estudada a acdo
quimiotatica da saliva do mosquito Anopheles stephensi, e verificou-se uma maior migragao de
neutr6filos (Owhashi et al., 2001). Anjili et al. (1995) demonstraram que a saliva de Phlebotomus
duboscqi foi quimiotatica para monocitos peritoniais de camundongos. A molécula anticoagulante
simulidina, extraida do conteudo salivar de Simulium vittatum, também apresentou quimiotaxia
frente as células macrofagicas (Abebe et al., 1995). Naturalmente, estas células podem incitar uma
resposta imune no local da picada através da liberacao de moléculas regulatorias capazes de definir
as posteriores ocorréncias inflamatdrias no hospedeiro, exacerbando-as ou inibindo-as.

Os estudos utilizando o bolsdo inflamatoério mostraram haver uma grande quantidade de
macréfagos nos liquidos extraidos de camundongos tratados com a saliva (Silva, 2002; Teixeira et
al., 2005). Teixeira et al. (2005) observaram, frente ao estimulo com a saliva de L. longipalpis, que
em animais susceptiveis a infec¢do por espécies de Leishmania a quantidade de macrofagos no
liquido do bolsdo inflamatério foi bem expressiva em relacdo aos animais resistentes a infecgao.
Estes autores avaliaram e constataram que a participagdo de moléculas quimioatraentes foi induzida
pela saliva do flebotomineo, com conseqiiente recrutamento das células macrofagicas. Este fator
quimiotatico ¢ de grande importancia para os parasitas intracelulares, como as espécies de
Leishmania, que precisam ingressar nas células fagociticas e escapar das agdes eliminatorias do
meio extracelular. Quanto mais macrofagos presentes no local da picada do vetor, maiores sdo as
chances de um parasita intracelular se estabelecer e iniciar uma infecgao.

Resposta celular e humoral pela continua exposicio a saliva

Outra descoberta importante nos estudos da regulacao da resposta imune pela saliva dos insetos
hematofagos, ¢ que a continua exposi¢ao de animais de experimentacdo aos componentes salivares
foi capaz de neutralizar o efeito intensificador das infec¢des pela saliva, relatado anteriormente,
resultando em infec¢des menos severas. Qualquer que seja a via de inoculagdo dos elementos
salivares, artificial ou natural via picada do inseto, o efeito foi protetor contra as infecgdes (Belkaid
et al., 1998; Kamhawi et al., 2000; Morris et al., 2001).

Animais de laboratdrio infestados por piolhos e pulgas mostram que a continua exposicdo a estes
artropodes hematofagos produz uma inflamacao no local da hematofagia capaz de diminuir a
infestagcdo dos ectoparasitas em seus hospedeiros produzindo resisténcia ao ectoparasitismo
(Beinjamin et al., 1961; Larrivve et al., 1964; Askenase, 1977; Nelson et al., 1979; Brown &
Askenase, 1982; Brown et al., 1983).

Nos experimentos com camundongos continuamente expostos a picadas de L. longipalpis, foi
verificado um aumento no nimero de células inflamatorias no local onde estes insetos exerceram a
hematofagia (Silva et al., 2005), principalmente neutr6filos e macréfagos. Do mesmo modo, em
modelos animais infectados com L. chagasi, a prévia imunizacado com proteinas salivares do vetor
L. longipalpis produziu um resposta celular tardia com producdo de citocinas INF-y e de ON
(Gomes et al., 2008). INF-y e NO sao importantes elementos na ativacao de células fagociticas,
sendo que a prévia exposicdo e a resposta celular observada foram decisivos em conferir intensa
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protecdo dos modelos animais contra um progresso fatal da infec¢@o por L. chagasi (Gomes et al.,
2008). A presenca das células inflamatoérias pode ser um empecilho para a sobrevivéncia dos
parasitas transmitidos durante a hematofagia, estando estas células envolvidas na redu¢do da carga
parasitaria no inicio da infecg¢ao.

Alem das células, a prévia exposi¢ao da saliva pode induzir a produ¢ao de anticorpos especificos
contra as substincias salivares, caracterizando o poder imunogénico da saliva dos insetos
hemat6fagos. Os estudos experimentais com camundongos demonstram a presenca dos anticorpos
anti-saliva ap0s pré-exposicao dos animais as picadas de flebotomineos (Belkaid et al., 1998; Ghosh
& Mukhopadhyay, 1998; Volf & Rohousova, 2001; Silva et al., 2005), mosquitos (Chen et al.,
1998; Ohtsuka et al., 2001) e borrachudos (Cross et al., 1993). Em populagdo de areas endémicas
para a leishmaniose visceral, foram detectados anticorpos IgG especificos aos componentes
salivares do vetor L. longipalpis (Barral et al., 2000). Palosuo et al. (1997) detectaram, por
immunoblotting, alteracdo sazonal dos niveis de anticorpos anti-saliva em populacdo expostas as
picadas de Aedes communis, sendo maiores os niveis séricos apds a época de proliferacdo dos
mosquitos.

Remoue et al. (2006) avaliaram a resposta humoral em criangas de areas malarigenas ao extrato
salivar do vetor Anopheles gambiae. A deteccao dos anticorpos IgG anti-saliva foi correlacionada
aos achados clinicos da maldria na populagdo estudada, onde os niveis foram maiores nas criangas
que apresentavam malaria clinica. Observaram também que os niveis de anticorpos foram
positivamente relacionados ao grau de exposicdo da populacdo aos mosquitos, quanto mais
expostos, maiores os niveis. Estes estudos, assim como o de Barral et al. (2000), aventam a
possibilidade dos compostos salivares serem utilizados como marcadores imunologicos e
epidemiologicos para identificar populagdes em risco de exposicao as doencas transmitidas por
insetos hemat6fagos.

Em vérios animais expostos a picada de espécies de flebotomineos do género Phlebotomus, foi
detectada a producdo de anticorpos especificamente direcionados para cada espécie de inseto
estudada (Volf & Rohousové, 2001), mostrando que os componentes salivares sdo capazes de
excitar, no hospedeiro, a produgdo de anticorpos correspondente a saliva da respectiva espécie.
Neste contexto, o maxadilan, molécula vasodilatadora encontrada na saliva do flebotomineo L.
longipalpis, também ¢ especificamente imunogénica. Em animais de laboratorio e domésticos € em
humanos de area endémica para L. longipalpis, as exposigdes a este vetor induziram a produgdo de
anticorpos anti-maxadilan da classe IgG (Milleron et al., 2004). Estes autores também estudaram e
detectaram variagdes moleculares dentro de uma simples populacdo de flebotomineo e tais
variagcoes se refletiram nos testes de imunogenicidade, onde as seqliéncias mais variaveis da
molécula foram as mais imunogénicas e, ainda, cada varia¢do induziu uma resposta especifica nos
hospedeiros estudados (Milleron et al., 2004).

A continua exposi¢ao de animais de experimentacao a saliva do flebotomineo L. longipalpis
induziu uma elevada producdo de anticorpos da classe IgG e sub-classe IgG1 (Silva et al., 2005).
Outros estudos concernentes a imunogenicidade da saliva dos insetos hematéfagos tém
demonstrado que os anticorpos produzidos a partir de exposi¢des continuas podem induzir a morte
do inseto vetor, quando este ingurgita o sangue juntamente com os anticorpos anti-saliva encontrado
no hospedeiro. Isto foi demonstrado por Ghosh & Mukhopadhyay (1998) com a espécie
Phlebotomus argentipes alimentada em hamsters pré-expostos ao flebotomineo ou artificialmente
utilizando membrana com soro do hamster previamente sensibilizado com os elementos salivares de
P. argentipes.

Os anticorpos podem ainda comprometer a sobrevivéncia dos microorganismos naturalmente
transmitidos durante a hematofagia, através da neutralizacdo da a¢do imunoreguladora da saliva,
relatada no topico anterior, permitindo a eliminacdo dos parasitas pelas acdes microbicidas dos
macrofagos (Belkaid et al., 1998).
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CONSIDERACOES FINAIS

O conteudo bioquimico das glandulas salivares esta envolvido direta ou indiretamente no €xito
de uma infec¢do mediante suas propriedades imunomoduladoras ou quimiotatica, mostradas acima.

A capacidade vetorial relaciona-se com parametros ecoldgicos, comportamentais e fisiologicos
dos insetos, tais como preferéncia por hospedeiro, nimero de repastos sangiiineos, ciclo
gonotréfico, densidade populacional, longevidade e sucesso hematofagico. Estes parametros
facultam o inseto a entrar em contato com algum tipo de microorganismo, permitindo a sua
infeccdo. O sucesso da grande maioria dos parasitos transmitidos pelos insetos hematéfagos
depende da eficiéncia dos mecanismos empregados para alcancar o hospedeiro vertebrado e
executar o repasto sangiiineo. Neste contexto, o conteudo salivar ¢ importante na determinacdo da
capacidade vetorial, visto que a presenca ou at¢ a quantidade de uma dada substincia sdo
necessarias para que um vetor consiga ter sucesso em realizar o repasto sangiiineo sobre um
hospedeiro vertebrado e assim favorecer os mecanismos de transmissao.

Os microorganismos patogénicos intracelulares quando alcangam o hospedeiro via hematofagia
precisam ser endocitados por células fagociticas, como os macrofagos, a fim de evitar o ambiente
extracelular nocivo. Quanto mais células fagociticas estiverem no local e menos eficientes forem
elas no combate aos parasitas endocitados, mais chances terdo estes microorganismos de se
multiplicar e infectar outras células. E neste contexto que a saliva dos insetos hematéfagos pode
favorecer e intensificar as infecgdes, atraindo mais macrofagos para o local de entrada dos
patogenos e reduzindo as atividades microbicidas destas células, produzindo, assim, um ambiente
adequado a multiplicagdo dos microorganismos endocitados. Outras células da resposta
imunolédgica podem ser também reguladas pela acdo da saliva, como os linfocitos T. Estas células
secretam citocinas que podem estimular a acdo das células inflamatorias e determinar o curso da
resposta imune.

A presenga de anticorpos anti-saliva induzidos pelo hospedeiro e do papel da saliva na regulacao
da resposta imune mostra que as substancias salivares podem ser fortes candidatos a produgdo de
possiveis canais de imunizagdo. Para isto ¢ necessario conhecer quais sdo os elementos da saliva
que estdo efetivamente induzindo a geracdao destes anticorpos e a resposta celular no hospedeiro.
Neste contexto, as andlises protedmicas do conteudo salivar constituem um ponto de partida para os
estudos de interacdo molecular entre vetor e parasita, propiciando um valioso conhecimento acerca
dos mecanismos de transmissdo envolvendo os arbopatdgenos, e assim constituindo um alvo
poderoso para a intercep¢do das cadeias de transmissdo das doengas propagadas pelos insetos
hematofagos.
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