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Consideracdes Iniciais.

Os artropodos respondem por cerca de 80% de todas as espécies de
animais metazoarios o que corresponde a cerca de um milhdo de espécies.
Estimativas conservadoras apontam para um numero total ainda desconhecido,
em torno de 8 milhdes de espécies diferentes. De acordo com a hipétese
filogenética atual a hematofagia evoluiu independentemente cerca de 20 vezes
em diferentes grupos taxonémicos dentro dos artrépodos. Somente na Ordem
Diptera a hematofagia evoluiu cerca de nove vezes. Na familia Muscidae em
especial € provavel que a hematofagia tenha evoluido independemente cerca de
quatro vezes pelo menos (Wheeler e cols., 2001; Black 1V e Kondrantieff, 2005).

Uma vez que um artropodo hematéfago pousa ou escala até um ponto
onde é possivel efetuar a perfuracdo da pele do hospedeiro, varios estimulos
locais sdo usados para identificar a posicdo adequada onde sera feita a refei¢ao.
Quimioreceptores localizados na extremidade das partes bucais ou nas antenas
inspecionam a pele na busca de “sabores” adequados. Mecanoreceptores, por
sua vez, presentes nas extremidades das partes bucais indicam qual a melhor
posicdo para a penetracdo da pele. Os hematéfagos tém necessidade vital em
driblar os mecanismos hemostéticos, inflamatérios e imunoldgicos dos seus
hospedeiros e obter com sucesso o seu repasto sanguineo. Uma vez que a
penetracdo da pele ocorra, serd despejada no sitio de alimentacdo uma série de
moléculas que irdo modificar localmente a fisiologia do hospedeiro vertebrado.
Tais modificacdes favorecem o artrépodo hematéfago na medida em que
aumentam as chances de aquisicdo de sangue cujas propriedades hemostéticas
estdo alteradas. Para isto, a saliva de animais artropodes sugadores de sangue
e eventualmente o intestino sdo verdadeiros arsenais de moléculas com funcdes
anti-hemostaticas. Adicionalmente, a saliva da maioria dos animais
hemat6fagos, também apresenta moléculas que interferem no controle da
resposta imune e inflamatério do seu hospedeiro (Ribeiro e Francischetti, 2003).
Nesse capitulo iremos revisar principalmente os aspectos funcionais das
glandulas salivares do hemiptero hematéfago Rhodnius prolixus. Um enfoque
especial serd dado aqueles aspectos que estdo sendo objeto de pesquisa por
parte do grupo. Existem ao menos 500 géneros e aproximadamente 19.000
espécies conhecidas de artropodes hematofagos, no entanto apenas algumas
poucas espécies foram estudadas até o momento. Mas, o que foi confirmado
nestes estudos € que estas espécies apresentam pelo menos uma
anticoagulante, um vasodilator e um inibidor de agregacdo plaquetaria. A
aquisicdo de sangue pelos animais hematéfagos pode ser diretamente do vaso
sanguineo ou de pocas de sangue resultado da hemorragia provocada pelo
rompimento de vénulas e arteriolas. Animais como, borrachudos ou “black fly”,
mosquito palha ou “sand fly” e carrapatos utilizam seus aparelhos bucais para
dilacerarem alguns capilares, vénulas e arteriolas, alimentando-se da poca de
sangue hemorragica. Outros animais como 0s mosquitos e os barbeiros, utilizam
o aparelho bucal para penetrar na pele e localizar os vasos sangliineos por meio
da extremidade de suas maxilas, geralmente flexiveis em busca de vasos
sanguineos, processo conhecido como “probing”. Em essencial esse processo
ocorre pela movimentacao das extremidades dessas maxilas dentro da pele do
hospedeiro (Lavoipierre e cols., 1959; Ribeiro, 1995) Os métodos de aquisi¢cao



do sangue, portanto, podem dividem-se em: suga-lo diretamente do vaso
(“capillary feeder”) ou lesionar alguns vasos sanguineos e se alimentar do
sangue extravasado (“pool feeder”).

Substancias Anti-Hemostaticas: Uma viséo geral.

Os animais hemato6fagos desenvolveram ao longo do processo evolutivo,
mecanismos diferentes para se opor a hemostasia do hospedeiro durante a
refeicAo sanguinea como: a inibicdo de agregacdo plaquetaria, a utilizacdo de
vasodilatadores, a inibicdo da coagulacdo sanglinea e a ativacdo do processo
fibrinolitico (Ribeiro e cols., 1987; Ribeiro, 1989, 1995ab). As estratégias anti-
hemostéticas utilizadas pelos animais hematéfagos sdo muito variadas, sendo
baseadas em inumeras substancias que interferem em diferentes pontos da
hemostasia. Diversas substancias provenientes de animais hematéfagos tém
sido descritas, sendo grande parte delas provenientes da saliva desses animais.
E interessante notar que a saliva dos hematdfagos possui substancias que
atuam sobre vérios alvos no sistema hemostatico do hospedeiro e, em algumas
espécies, a saliva possui mais de uma substancia que inibi uma mesma enzima

envolvida na hemostasia. Esta redundancia faz com que o0s animais
hematofagos sejam extremamente eficientes. Mesmo no caso de espécies que
sdo evolutivamente distantes algumas moléculas com estruturas diferentes
atuam sobre um mesmo alvo na hemostasia dos seus hospedeiros (Mans e
cols., 1998; Mans e Neitz, 2004).

Inibidores da Coagulacdo Sanguinea.

Frequentemente inibidores de serinoproteases sdo encontrados em
animais hemato6fagos, pois a coagulacdo sangliinea é constituida por uma
cascata de reacOes catalisadas por tais enzimas. Duas delas sdo enzimas
chaves, o fator Xa e a trombina, que participam da via comum da coagulacao
(Davie e cols., 1991) (Figura 1). Alguns animais apresentam estratégias distintas
para controlar a coagulacdo sanguinea, como o carrapato Ixodes ricinus que, ao
invés de inibir as enzimas, utiliza uma protease que cliva e inativa alguns fatores
da coagulacédo sanguinea (Hoffmann e cols., 1991). Na tabela 1 estdo resumidos
alguns inibidores de fatores da cascata de coagulagdo. A hematofagia,
curiosamente, apresenta-se distribuida entre animais invertebrados (Annelidae,
Arachnidae e Insecta), mas ndo exclui os animais vertebrados, exemplo deste é
0 morcego vampiro (Schleuning e cols., 1992). Esses animais desenvolveram a
capacidade de produzir uma variedade de compostos que blogueiam a resposta
hemostética de seus hospedeiros vertebrados (Ribeiro, 1987; Law e cols., 1992).



Figura 1. Esquema da Cascata da Coagulacdo Sanguinea. Geralmente, a
coagulacéo inicia-se pela ativacdo do fator VII pela associacdo com o fator
tecidual. O fVlla, uma serinoprotease ativa que cliva o zimogénio fIX, que é
ativado a flXa e que é responsavel pela ativagcdo do fX a fXa. A atividade
catalitica do 1Xa sobre o fator X depende da associacdo com o fVilla (um dos
componentes ndo enzimaticos da cascata da coagulacao) e com fosfolipidios de
membrana. Esta associacdo ocorre via intermediagdo com ions Ca2+ e o
complexo formado € denominado de complexo Xase intrinseco. A atividade
proteolitica do fator Xa sobre a protrombina depende da sua associacdo com o
fator Va, proteina sem atividade catalitica, e fosfolipidios de membrana por meio
de ions Ca+2, formando o chamado complexo protrombinase. A trombina cliva o
fibrinogénio liberando moléculas de fibrina, que se polimerizacdo formando o
coagulo “mole”. A trombina também ativa o fator XIIl, a qual catalisa a formacéo
de ligacBes cruzadas entre os polimeros de fibrina, formando, assim, o coagulo
“duro”. A trombina também ativa os fatores V e VI, retroalimentando a cascata.
Alternativamente, a coagulacdo pode ser iniciada pela associacdo entre pré-
calicreina, fator XII e cininogénio de alto peso molecular. A pequena ativacédo
inicial é reforcada porque tanto pela calicreina que ativa o fXII a fXlla, que por
sua vez pode ativar a pré-calicreina a calicreina. E seguida, o fXlla ativa o Xl
que, por sua vez, ativa o fXI a Xla. A notacdo "a" indica a forma ativa das
proteinas da cascata. Paralelamente a ativagdo da cascata ocorre o controle da
mesma, via ativacao de proteina C em associagcdo com trombomodulina, que
atua na inativagdo dos fV e fVIIl. Outro ponto de controle € a inibicdo da
trombina pela anti-trombina 1ll, uma serpina, a qual e pontencializada na
presenca de heparina. E por fim, ap6s a formacdo do codgulo, o mesmo pode
ser dissolvido pela enzima plasmina proveniente da ativacédo de plasminogénio.



Tabela 1. Substancias anticoagulantes presentes na saliva/glandula salivar e intestino* de

animais hematéfagos.

Espécie Substancia Enzimainibida Referéncia
Haementeria ghilianii Tridegina Fator Xllla (1I;|gr71)ey e cols,
Condra e cols.,
Haementeria ghilianii Ghilantina Fator Xa 1989; Blankenship
e cols., 1990)
(Tuszynski e cols.,
Haementeria officinalis Antistasina Fator Xa 1987; Nutt e cols.,
1988)
Hirudo medicinalis Hirustasina Calicreina (Sollner e~ cols.,
1994)
. . . (Francischetti e
Ixodes scapularis Ixolaris Fator tecidual cols., 2002)
Ativagdo do fator X (Francischeti e
Ixodes scapularis Pentalaris induzida por fator cols., 2004)
Vlla/fator tecidual v
Amblyomma americanum Americanina Trombina (Zhu e cols., 1997)
. ~ . . (Kazimirova e
Amblyomma variegatum ndo caracterizada Trombina cols., 2002)
Amblyomma hebraeum Amblina Trombina (Lai e cols, 2004)
Rhipicephalus appendiculatus 65 kDa Fator Xa (13311(; e cols,
Ornithodoros moubata Ornitodorina Trombina (van de Locht e
cols., 1996)
(Waxman e cols.,
Ornithodoros moubata TAP Fator Xa 1990; Vlasuk e
cols, 1991)
Ornithodoros savignyi Savignhina Trombina ?é%rg;\ber e cols.,
Hyalomma truncatum 17 kDa Fator Xa (Joubert e cols.,
1995)
RAS1a4
Rh|p|cephalus (Boophilus) BMAP Trombina (Horn e cols,,
microplus 2000)
Rhipicephalus (Boophilus) ,,. ... . (Ciprandi e cols.,
microplus Microfilina Trombina 2006)
Rhipicephalus (Boophilus) I . (Macedo-Ribeiro e
microplus Boophilina Trombina cols., 2008)
Rhodnius prolixus Nitroforina 2 Trombina (1292a8r)1g e cols,
(Friedrich e cols.,
Rhodnius prolixus Rodinina* Trombina 1993, van  de
Locht e cols,,
1995)
Hirudo medicinalis Hirudina Trombina (Markwardt, 1970)
Hematobia i. irritans Trombostasina Trombina (2%21)82319 e cols,
Ancylostoma caninum NAPc2 FVIla/TF (ZIE)%%) e Viasuk,
. . . (Francischetti e
Anopheles albimanus Anofelina Trombina cols., 1999)
Anopheles stephensi Hamadarina Fator Xlla/Calicreina (Isawa e cols.,

2002)



Simulium vittatum

18 kDa

Fator Xa

(Jacobs e cols,

1990)
Glossina m. morsitans TTI Trombina (Cappello e cols.,
1996)
Simulium vittatum nao caracterizada Trombina e Fator Va (lgg%l))e e cols,
. (Stark e James.,
Aedes aegypti AFXa Fator Xa 1995)
. . (Watanabe e cols.,
Aedes aegypti AaTl Trombina 2010; 2011)
. : (Valenzuela e
Anopheles albimanus 6,4 kDa Trombina cols., 1999)

. - . - . (Noeske-Jungblut
Triatoma pallidipennis Triabina Trombina e cols., 1995)
Triatoma infestans Infestina* Trombina (Z%ggpos e cals.,
Triatoma infestans Infestina 4* Fator Xlla (Z%ggpos e cols,

TAP - “Tick anticoagulant peptide”; TTI — “Tsetse thrombin inhibitor’; AFXa — “anticoagulant-
factor Xa”. * - Moléculas presentes no intestino de hematéfagos.

Inibidores de Fator Xa.

Os animais sugadores de sangue, incluindo os mosquitos, carrapatos e
sanguessugas fazem uso de inibidores de fator Xa como anticoagulantes
(Waxman e cols., 1990; Sollner e cols., 1994; Stark e James, 1995; Cappello e
cols., 1998) para se contrapor a hemostasia dos seus hospedeiros (Tabela 1).
Essas substancias apresentam estruturas diferentes, no entanto tem em comum
a alta especificidade para o fator Xa.

Inibidores de Trombina.

A trombina é uma enzima chave da coagulacdo sanguinea, pertence a
familia das serinoproteases apresenta uma massa molecular de 38 kDa e é
constituida de duas cadeias polipeptidicas ligadas por quatro pontes dissulfeto.
Paralelamente ao papel da trombina na coagulacdo sanguinea, esta enzima
também desempenha importante funcdo em outros processos fisiolégicos como
inflamacédo e proliferacdo celular (Goldsack e cols., 1998). A especificidade da
trombina frente a diferentes substratos se da pela presenca de dois sitios de
interacdo (exositios) além do sitio ativo da mesma, denominados de: sitio de
ligacédo de fibrinogénio e sitio de ligacdo de heparina (Bode e Huber, 2000). Os
animais hematéfagos desenvolveram ao longo do tempo, inibidores que
blogueiam a atividade pré-coagulante da trombina por ligacdo aos exositios
presentes na superficie da molécula. Por exemplo, a sanguessuga H.
medicinalis produz um inibidor de trombina, a hirudina (Markwardt, 1970), que a
inibe especificamente através da ligacdo ao exositio 1 (de fibrinogénio)
bloqueando indiretamente o sitio ativo da enzima (Grutter e cols., 1990). Este
mecanismo de inibicdo também foi observado para outros inibidores tais como: a
ornitodorina purificada de carrapato O. moubata (van de Locht e cols., 1996) e a
rodinina presente no inseto R. prolixus (Friedrich e cols., 1993). A triabina
(Noeske-Jungblut e cols., 1995) e a microfilina (Ciprandi e cols., 2006), por outro
lado, inibem a atividade da trombina por juncdo ao sitio de ligacdo i6nica ndo



inibindo, portanto, a atividade desta enzima sobre substratos sintéticos de
tamanho pequeno. Recentemente, um inibidor de trombina denominado de AaTl
foi descrito em mosquito Aedes aegypti, este inibidor ndo interage com o sitio
ativo da trombina, os resultados obtidos sugerem que esta molécula atua via
exositio 2 (de heparina) (Watanabe e cols., 2011). Além destes ja foram
descritas moléculas que utilizam mecanismos de inibicdo diferentes exemplo
deste tem se a anofelina de Anopheles albimanus (Valenzuela e cols., 1999).
Entre os triatomineos, grupo de organismos onde estao incluidos os vetores da
doenca de Chagas foi caracterizado os seguintes inibidores de trombina: a
rodinina (Friedrich e cols., 1993) e a dipetalogastina (Mende e cols., 1999),
ambos serinoproteases da familia denominada tipo Kazal caracterizada por
apresentar dominios com massas moleculares de aproximadamente 6 kDa e 3
pontes dissulfeto. A rodinina tem como caracteristica ser um inibidor “double-
headed”, o que lhe confere maior especificidade a trombina, visto que o segundo
dominio interage com o exositio 1 (de fibrinogénio) da molécula de trombina (van
de Locht e cols., 1995). Estudos cinéticos utilizando o primeiro dominio da
rodinina recombinante mostraram constantes de inibicdo (Ki) para a trombina
com diferencas de mais de quatro ordens de grandeza quando comparado ao Ki
da rodinina dois dominios. Dados semelhantes foram obtidos analisando-se os
dominios que comp&em a dipetalogastina (Icke e cols., 2002).

Infestinas.

Um dos vetores da doenca de Chagas, o inseto T. infestans também
produz um potente inibidor de trombina no esttmago denominado de infestina
que apresentou uma constante de inibicdo de 43 pM e e também capaz de inibir
a tripsina (Ki = 2 nM). Baseado na sequéncia de aminoacidos da porcdo N-
terminal da infestina, parte do gene foi clonado e sequenciado. A andlise da
sequéncia de nucleotideos revelou que o mesmo codificava para uma proteina
hipotética de 24,3 kDa composta por 222 aminoacidos divididos em 4 dominios
do tipo Kazal. Curiosamente, a proteina purificada a partir do estbmago do
barbeiro era composta pelos dois primeiros dominios do gene que foi
renomeada de infestina 1-2. A proteina composta pelos quatro dominios foi
chamada de infestina 1-4, e a proteina correspondente aos dois ultimos
dominios, embora ndo detectada a época, foi denominada de infestina 3-4
(Campos e cols., 2002). A r-infestina 1-4 foi capaz de inibir ndo apenas a
trombina (0,8 nM) e tripsina (5,2 nM), mas também a plasmina (1,1 nM), fator
Xa (60,0 nM) e fator Xlla (78,0 pM). A r-infestina 3-4 inibiu a plasmina (0,4 nM), o
fator Xa (18,0 nM), o fator Xlla (67,0 pM) e a tripsina (3,3 nM) (Campos e cols.,
2002). Recentemente, 0 gene completo da infestina que codifica uma proteina
contendo sete dominios do tipo Kazal (Lovato e cols., 2006) foi clonado e
sequenciado. Os trés novos dominios foram chamados de 1R, 2R e 3R e
encontram-se na regido upstream do gene em relacdo ao dominio 1 (Figura 2).
A infestina 2R-3R apresenta 77% de identidade e 85% de similaridade com a
infestina 1-2 indicando que o mesmo possa ser um inibidor de trombina. A r-
infestina 1R, quando expressa apresentou-se como um potente inibidor de
elastase de neutrofilos humano, de quimotripsina e também de subtilisina A. A
auséncia da proteina infestina 1-7 no estbmago do barbeiro indica que esses
inibidores sdo codificados pelo gene como uma Unica proteina composta por



sete dominios do tipo Kazal, a qual é processada posteriormente em um ou dois
dominios do tipo Kazal, os quais apresentam atividades inibitérias diferentes.
Assim, o T. infestans utiliza-se das infestinas 2R-3R, 1-2 e 3-4 para bloquear a
coagulacédo sangiinea em seu estbmago durante o armazenamento do sangue
até o final do processo digestivo. Estas moléculas sdo produzidas
simultaneamente e sdo capazes de atuar em diversos pontos da cascata da
coagulacado sangiinea, o que mostra o grau de adaptacao desse vetor frente a
um hospedeiro vertebrado. A funcéo fisiologica da infestina 1R, ainda néo é
clara, no entanto recentemente mostrou-se que este inibidor foi capaz de inibir a
invasao de células em cultura por Trypanosoma cruzi (Lovato e cols., 2011).

1R 2R 3R 1 2 3 4
v-HEHEHE T HH e
| L I Il ]

Inibidor de l

quimiotripsina,
elastase e
subtilisina A

Inibidor de trombina

Provavel inibidor Inibidor de plasmina,
de trombina fatores Xa e Xlla

Figura 2. Gene da infestina completa. Esquema da estrutura do gene da
infestina. Os padrdes idénticos indicam identidade maior que 75% na estrutura
priméria entre os dominios Kazal. Em vermelho encontra-se indicado o peptideo
sinal predito e a regido contendo o cédon de terminacgéao.

Inibidores da Agregacéao Plaquetaria.

Para garantirem o bloqueio eficiente das defesas hemostéaticas dos
hospedeiros, além de inibirem a coagulacdo sanguinea, alguns artropodos
hematéfagos também possuem moléculas capazes de inibirem a agregacao
plaquetaria. Um dos mecanismos utilizados envolve o uso de enzimas, como as
apirases que hidrolisam tanto ATP como ADP transformando-os em AMP. O
ADP é um importante agonista da agregacdo plaquetaria, sendo também
liberado por plaquetas j4 ativadas para agregarem, fazendo assim um
“feedback” positivo. A rapida destruicdo do ADP formado no local da picada por
acao de apirases salivares impede a ativacdo da agregacao plaquetaria (Ribeiro
e Garcia, 1981; Champagne e cols., 1995; Mans e cols., 1998; Valenzuela e
cols., 1998; Valenzuela e cols., 2001). Algumas espécies fazem a inativacédo do
ADP por desaminacdo da adenosina através de adenosina-deaminases
salivares (Charlab e cols., 2000; Ribeiro e Modi, 2001). Alguns hematofagos séo
capazes de inibir a agregacéo plaquetaria por ligacdo com a glicoproteina llb-Illa
da superficie das plaquetas (Seymour e cols., 1990; Wang e cols., 1996). Outra
estratégia de inibicdo da agregacdo plaquetaria utilizada por estes animais € o



uso de prostaglandina E, e prostaciclinas que estimulam a formagdo de AMP e
GMP ciclicos, ambos inibidores da agregacao plaquetaria (Ribeiro e cols., 1985;
Ribeiro, e cols., 1988). H4 também substancias que interferem na interacdo das
plaguetas com o colageno, bloqueando assim a agregacao plaquetaria induzida
por este agonista (Munro e cols., 1991). Os inibidores salivares da trombina
(Tabela 1), além de inibirem a coagulacdo sanguinea também bloqueiam a
atividade dessa enzima sobre os seus receptores presentes na superficie das
plaguetas, impedindo assim a ativacao plaquetéaria induzida pela trombina. Na
tabela 2 estdo mostradas algumas substéncias provenientes de animais
hematofagos capazes de interferir na agregacdo plaquetaria de seus
hospedeiros.



Tabela 2. Substancias inibidoras de agregagdo plaquetaria presentes na saliva/glandula salivar

de animais hematéfagos.

Espécie Substéncia Mecanismo Referéncia
; Apirase-like Hidrélise de ADP (Champgne e
Aedes aegypti cols., 1995)
Chrysops spp. Crisoptina Inibe ligacdo com fibrinogénio (Reddy e cols.,
2000)
Culex quinquefasciatus Fosfolipase Hidrolisa platelet-activating factor (Ribei_ro e
(PAF) Francischetti,
2001)
Dermacentor variabilis Variabilina Antagonista de GPIIb/llla (Wang e cols.,
1996)
Glossina morsitans Apirase-like Inib. AP induz. ADP, colageno (Mant e
Parker, 1981)
(Connolly e
Haementeria officinalis LAPP Inib. AP induz. colageno cols., 1992;
Keller e cols.,
1992)
Hirudo medicinalis Calina Inib. Interacdo vW/colageno ghélg;;roHng?j\./}
e cols., 1995)
Ixodes dammini PGE, x (Ribeiro e
Indugéo de cAMP e cGMP cols., 1985)
Lutzomyia longipalpis Adenosina deaminase desamina ADP (Charlab e
cols., 2000)
Macrobdella decora Decorsina Antagonista de GPIIb/llla (Seymour e
cols., 1990)
Ornithotodoros moubata TAI (15 kDa) l?(;bn.ﬂﬁr?amduz. ADP, colageno, e (Karczewski e
cols., 1995)
(Waxman e
Ornithodoros moubata Moubatina Inib. AP induz. colageno Connolly,
1993; Keller e
cols., 1993)
Ornithodoros savignyi Apirase hidrélise de ADP (Mans e cols.,
1998)
Phlebotomus papatasi Adenosina e 5'-AMP Desloca ADP (Ribeiro e
cols., 1999)
Phlebotomus papatasi Apirase hidrélise de ADP (Valenzuela e
cols., 2001)
Rhodnius prolixus Apirase-like Hidrélise de ADP (Ribeiro e
Garcia, 1981);
Rhodnius prolixus RPAI-1 Sequestra ADP (Francischetti
e cols., 2002a)
(Haendler e
Triatoma pallidipennis Palidipina Inib. AP induz. colageno//inib. cols., 1995:
liberacdo de ADP Noeske-
Jungblut e
cols., 1994)
Triatoma pallidipennis Triabina Inib. AP induz. trombina ‘(]Itljgglsuktee cols.,
1995)
Triatoma infestans Apirase-like Hidrolise de ADP (Faudry e
cols., 2004)

Inib. - Inibicdo de; AP - Agregacédo plaquetaria; Induz. - Induzido; vW - Fator de von Willebrand;
LAPP - “Leech antiplatelet protein” ; TAl — “Tick adhesion inhibitor”.



Vasodilatadores.

O volume de sangue do hospedeiro vertebrado ocupa cerca de 5% do
volume da pele (Ryan, 1976), tornando dificil a localizacdo imediata de vasos
sangulineos pelo animal hematéfago durante a picada. Para facilitar a
localizacdo dos vasos sanguineos, os hematéfagos utilizam substancias
capazes de dilatd-los facilitando a localizagio dos mesmos, e
consequentemente diminuindo o tempo de busca para uma alimentacao rapida
(por exemplo) o que resulta em um tempo menor de interagdo com O
hospedeiro, aumentando assim a chance de sobrevivéncia do ectoparasita.
Outra vantagem da utilizacdo de vasodilatadores é o aumento do aporte
sanguineo. Dentre as estratégias vasodilatadoras ja descritas encontram-se: a
utilizacdo de 6xido nitrico (NO), um potente vasodilatador, mas como o NO é
instavel, os insetos (barbeiros) injetam-no associado a uma proteina carreadora
como a nitroforina (Andersen e cols., 1997; Andersen e cols., 2000; Ribeiro e
cols., 1993); enzimas produtoras de H,O, que podem ser utilizadas na
degradacdo de serotonina e catecolaminas, ambas as substancias
vasoconstritoras (Ribeiro e Nussenzveig, 1993); por fim em carrapatos foi
detectada a presenca de prostaglandinas E», F, e I, (Lerner e cols., 1991; Lerner
e Shoemaker, 1992; Ribeiro e cols., 1985), potentes vasodilatadores. Na Tabela
3 encontra-se um sumario de algumas substancias vasodilatadoras ja descritas
em animais hematéfagos.

Tabela 3. Substancias vasodilatadoras presentes na saliva/glandula salivar de animais
hematoéfagos.

Espécie Mecanismo Referéncia

Taquicinina (Champagne e Ribeiro,
Aedes aegypti 1994)
Amblyomma americanum PGF, e PGE; (Ribeiro e cols., 1992)
Anopheles albimanus Peroxidase (Ribeiro e Nussenzveig

1993b)

Rhipicephalus (Boophilus) PGE
microplus 2 (Dickison e cols., 1976)
Ixodes dammini PGE; e PG,

(Ribeiro e cols., 1985)

Lutzomyia longipalpis (Lerner e cols., 1991;

Maxidilan Lerner e Shoemaker, 1992)
. . (Ribeiro e cols., 1990;
Rhodnius prolixus NO Ribeiro e Nussenzveig,
1993a)
Rhodnius prolixus Lisofosfatidilcolina
P via NO (Golodne e cols., 2003)

Simulium vittatum Maridilan (Cupp e cols., 1994, 1998)

PGE; - Prostaglandina E,; PGF, - Prostaglandina F,; PGI, - Prostaglandina I,; NO - Oxido nitrico.



O NO é um géas produto da transformacao catalitica da L-arginina em
citrulina pela enzima oxido nitrico sintase (NOSs) na presenca de calmodulina e
varios cofatores como: protoporfirina IX heme, FMN, FAD, BH4 e NADPH.
Existem basicamente trés tipos diferentes de NOSs (Nussenzeveig e cols., 1995;
Liu e Huang, 2008; Rafikov e cols., 2011). As NOS podem ser genericamente
dividias em: uma NOS neuronal que € encontrada em cérebro e sistema nervoso
periférico; uma NOS induzida por citocina que é insensivel a calcio e contém
calmodulina fortemente ligada a sua estrutura e € um importante gerador de NO
gue atua como antimicrobiante ou antitumorigénico; e finalmente, uma NOS
endotelial que & predominantemente encontrada na membrana celular e que
possue papel importante na transducdo de sinal da corrente sanguinea para a
camada de musculo liso associada ao vaso induzindo, assim, o relaxamento
vascular.

Ribeiro e cols., 1990 demonstraram que os homogenatos de glandulas
salivares de Rhodnius possuem um vasodilatador com as caracteristicas gerais
do NO. Uma vez que o NO possui uma meia vida extremamente curta ele € na
verdade injetado pelo inseto na corrente sanguinea, ligado a um conjunto
especifico de proteinas denominadas nitroforinas (NPs) (Ribeiro e cols., 1993;
Champagne e cols., 1995). Uma vez diluido em pH neutro, as NPs descarregam
0 NO que, ao interagir com a musculatura lisa do vaso, promove a vasodilatacao
em funcdo da ativacdo de uma guanilato ciclase soluvel. A producdo de GMP
ciclico por tal enzima leva a ativacdo de uma proteina quinase dependente de
nucleotideo que fosforila proteinas envolvidas no relaxamento do musculo liso
subjacente ao vaso.

O NO é na verdade bombeado para o interior da luz da glandula salivar
aonde ele se liga a proteinas chamadas nitroforinas (NPs) que seréo discutidas
adiante. Originalmente de forma curiosa a producdo de NO foi justamente
demonstrada através de relaxamento de anel de aorta de coelho previamente
contraida; por conversdo de arginina em citrulina e também pela atividade
diaforasica (Ribeiro e Nussenzveig, 1993a). Além disso, foi demonstrado em
seguida, que a sintese de NO ocorre no interior das células epiteliais das
glandulas salivares, enquanto as NPs sédo estocadas no lumen desse 6rgao
(Nussenzveig e cols., 1995). A dinamica do carregamento das nitroforinas com
NO foi também descrita (Nussenzveig e cols., 1995). Esse processo pode ser
brevemente resumido da seguinte forma. Apés uma alimentagcdo com sangue,
as ninfas de quarto estagio de R. prolixus perdem cerca da metade do contetdo
de proteinas de suas glandulas salivares. Elas sdo gradualmente resintetizadas
pelo periodo de cerca de quatro semanas. Durante esse periodo as NPs séo
estocadas no lumen como holoproteinas e o contelddo total de NO decai
gradativamente até atingir um minimo préximo ao presente no periodo de muda.
Apos a muda o conteido de NO aumenta rapidamente em funcdo da ativacao
da NOS. As NPs sao entédo carregadas continuamente até o periodo da proxima
alimentacdo. A atividade NO sintase nesse sistema estimada via NADPH
diaforasica foi acompanhada durante esse ciclo. Ela se encontra em um nivel
basal logo apos a alimentac&o, dobra em cerca de quatro dias apés a muda e
entdo retorna novamente ao nivel basal. Esse perfil é semelhante ao
carregamento das NPs com NO o que sugere que a atividade da NOS esta sob



regulacdo de forma a prover NO de uma forma sincronizada até o proximo ciclo
de alimentac&o. Em nosso laboratorio demonstramos que o nivel da NOS antes
da muda, medido por “immunoblotting”, é rigorosamente a metade da
concentracao inicial (Gazos-Lopes e cols., Submetido). Tal perfil € severamente
afetado pela infeccdo das glandulas salivares por Trypanosoma rangeli
(Mesquita, 2005). Nesse caso, existe uma supressao da producdo de NO em
funcdo de uma diminuicdo nos niveis do RNA mensageiro para tal enzima
(Mesquita, 2005). O cDNA da NO sintase de R. prolixus foi clonado por Yuda e
cols, 1996. Esses autores demonstraram que as sequéncias primarias das NOS
de mamiferos, tais como os sitios de reconhecimento de heme, tetrabiopterina,
calmodulina, FMN, FAD e NADPH est&o todos conservados no gene da NOS do
barbeiro. No entanto, diferencas na extensdo do N-terminal e do sitio de
miristoilagdo foram encontradas. Esses autores confirmaram, ainda, o0s
resultados cinéticos de Ribeiro e Nussenzveig (1993a), acerca da dependéncia
de célcio e calmodulina da NOS de R. prolixus. Em conjunto esses dados
apontam para uma enzima de 130 kDa de peso molecular e que pode ser
incluida no grupo das NOS constitutivas descritas em mamiferos. Tal enzima
possui altos niveis de expressdo nas glandulas salivares de Rhodnius, no
entanto, 0s mecanismos moleculares de sua regulagéo durante o ciclo alimentar
permanecem desconhecidos.

A regulacédo da sintese de NO foi um tema extremamente investigado e
evidéncias de um grande numero de modelos mostram que ela ocorre
basicamente ao nivel da atividade enzimatica, da sintese e estabilidade de RNA
mensageiro da disponibilidade de cofatores, e da presenca de agonistas
mobilizadores de calcio e do processamento pds traducional como, por exemplo,
via miristoilacdo e principalmente por fosforilacdo reversivel em residuos de
serina, treonina ou tirosina. As NOS s&o, ainda, substratos diretos para
diferentes classes de proteinas quinases investigadas até o momento, a saber:
calcio-calmodulina quinase IlI, proteina quinase C, proteina quinase A, proteina
quinase G e tirosina quinase. Essas enzimas estdo associadas com diferentes
rotas intracelulares de transducao de sinal e reconhecem diferentes sequéncias
consenso em seus substratos. Os seus efeitos na atividade das NOS, em geral,
sdo controversos. Tais resultados podem refletir as diferentes rotas de
modulacdo das NOS e sua relagdo com o tipo celular em que se encontram. Foi
mostrado ainda que, além da fosforilagéo direta in vitro das NOS, uma regulacao
indireta pode também ocorrer simplesmente através de rotas de transducao de
sinal induzidas por diferentes agonistas (Searles, 2006). Glicosilfosfatidilinositois
(GPIs) induzem a expressdo da NOS de macrofago em uma via bloqueavel por
tirfostina e genisteina, inibidores de tirosinas quinase, e também por calfostina
C, inibidor de proteina quinase C (Tachado e cols., 1996). Mais recentemente,
em insetos foi mostrado que a expressdo da NOS ocorre durante a infeccao de
Anopheles e é induzida por GPIs de superficie do parasito, ativando uma via de
sinalizacdo que é semelhante a da insulina envolvendo as proteinas quinases
AKT e MAPKK e ERK (Lim e cols., 2005). A obtencdo dos GPIs de T. rangeli ira
permitir o mapeamento da via de sinalizagdo capaz de suprimir a expressao da
NOS de R. prolixus. A NOS, em conclusdo, das glandulas salivares de R.
prolixus € um modelo para a compreensao de aspectos especificos da biologia
do NO. Até onde se sabe € o Unico sistema onde o NO € produzido e ao invés
de ser imediatamente utilizado encontra-se associado a proteinas
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Figura 3. Mecanismo de liberagcdo de NO a partir das nitroforinas. A
existéncia de uma diferenca de pH entre a luz da glandula salivar (pH acido) e o
sangue do hospedeiro (pH em torno de 7,0) garante uma mudanca brusca de pH
durante a injecdo da saliva contendo as NPs. Assim o NO liberado na pocga de
alimentacdo ira atravessar a célula endotelial e promover a ativacdo de
guanilato-ciclases soluveis presentes no musculo liso 0 que irA aumentar a
concentragdo intracelular de GMPc e promover o relaxamento muscular e a

vasodilatacao.



transportadoras. Ademais, essa producdo de NO ocorre de forma sincronizada
com a expressao das NPs em um ponto bem definido do ciclo de alimentacéo.

Ativadores da Fibrindlise e Agentes Fibrinoliticos.

O processo de formacgédo do trombo € redundante, isto é, as varias vias
que levam a formacdo do mesmo se interligam em diversos pontos a fim de
manter a hemostasia. Devido a redundancia do sistema hemostatico, impedir
uma via trombogénica pode nédo ser suficiente em todas as situagdes, com isso,
algumas espécies de animais hematdéfagos desenvolveram mecanismos que
atuam na destruicdo do trombo. Para tal, ja foi descrito que os hemat6fagos
podem utilizar: enzimas que desestabilizam o coagulo, clivando as ligacdes
entre os mondomeros de fibrina (Baskova e Nikonov, 1991); enzimas que
degradam os polimeros de fibrina e moléculas de fibrinogénio (Malinconico e
cols., 1984; Swadesh e cols., 1990; Budzynski, 1991); e enzimas que ativam o
plasminogénio a plasmina (Gardell e cols., 1989). Na tabela 4 visualizam-se
algumas substancias de hematéfagos que participam da degrada¢édo do trombo
de fibrina.

Tabela 4. Substancias pro-fibrinoliticas e fibrinoliticas presentes na saliva/glandula salivar de
animais hematéfagos

Espécie Substéancia Mecanismo Referéncia

Desmodus rotundus Bat-PA Ativador de plasminogénio (Gardell e cols.,
1989)
(Kelen e Rosenfeld,
Haementeria depressa Hementerina  Fibrinolitico 1975; Chudzinski-
Tavassi e cols.,
1998)
(Malinconico e
cols., 1984;
Swadesh e cols.,
1990; Budzynski,

Haementeria ghilianii Hementina Fibrino(geno)litico

1991)
Hirudo medicinalis Destabilase Desestabilizador de fibrina _(Baskova e
Nikonov, 1991)
Rhodnius prolixus Roquinase Uroquinase-like (Hawkins e

Hellmann, 1966)




Nitroforinas (NPs).

Durante o processo de evolu¢cdo dos componentes anti-hemostaticos da
saliva de R. prolixus houve a expansdo de uma familia de proteinas
denominadas lipocalinas (Montfort e cols., 2000). As lipocalinas sao proteinas
caracteristicamente de baixa massa molecular, extracelulares e com capacidade
de ligagdo de moléculas hidrofobicas pequenas (Flower, 2000). Existem trés
grupos principais de lipocalinas na saliva de R. prolixus. No primeiro estdo as
nitroforinas (NPs), hemeproteinas ligadoras de 6xido nitrico (NO) e histamina e a
proteina ligadora de aminas biogénicas (ABP). NPs e ABP estéo relacionadas
pela similaridade de sequéncias de aminoacidos que apesar de baixa, resultam
em estruturas terciarias com alta similaridade. No segundo estd presente uma
proteina ligadora de ADP capaz de inibir a agregacdo plaquetaria que é
denominada “Rhodnius prolixus Aggregation Inhibitor" (RPAI-1) (Francischetti e
cols., 2002). Finalmente o ultimo grupo € constituido por lipocalinas ainda pouco
caracterizadas e que esta relacionado ao inibidor de trombina de Triatoma
pallidipennis chamado triabina (Fuentes-Prior e cols., 1997). Curiosamente ainda
nao foi identificada a inibicdo da atividade da trombina pela saliva de R. prolixus
que sugerisse a presenca de uma proteina do tipo triabina.

As NPs sdo hemeproteinas ligadoras de NO com peso molecular em
torno de 20 kDa. Elas foram inicialmente isoladas por fracionamento das
glandulas salivares de R. prolixus e nomeadas de NP1 a NP4 segundo sua
abundéancia nas glandulas salivares do inseto (Champagne e cols., 1995a;
Ribeiro e cols., 1995). De uma forma geral as NPs podem exibir até trés
atividades anti-hemostaticas: vasodilatadora (atribuida ao NO que transportam,
conforme jA mencionado acima), anticoagulante e sdo ainda capazes de ligar
histamina. A ligacdo a NO e histamina € feita através de Fe (lll) presente no
grupo heme.

A clonagem, expressdo e cristalizacdo das NPs permitiram revelar
detalhes sobre a sua estrutura. No caso da NP1 tal resultado representou a
obtencdo da primeira estrutura de uma proteina transportadora de um gas
depois da hemoglobina (Weischel e cols., 1998). Cada NP liga apenas uma
molécula de heme na cavidade central de uma barril Beta. O heme esta ligado a
proteina através de um atomo de ferro em coordenacdo com um residuo de
histidina na segunda fita beta do barril. Na glandula salivar, o NO sintetizado no
epitélio se difunde até a luz da glandula e se liga ao atomo de ferro na por¢ao
distal do heme. A ligacdo e a liberacdo do NO podem ser observadas pela
mudanca do pico de absor¢do ou banda de Soret em um espectro cujo maximo
sera em torno de 420 nm quando o NO estiver ligado a NP e em torno de 404
nm na NP livre de NO (Ribeiro e cols., 1993). Tal complexo é mais estavel na
faixa de pH de 5 do que no pH fisiologico do sangue em torno de 7,4. Essa
diferenca assegura a migragdo do NO a partir da NP para o vaso durante a
injecdo da saliva na pele do hospedeiro, o que ocorre com um aumento de cerca
de cinco a dez vezes na velocidade de dissociacdo do NO (Andersen e cols.,



2000). Um grupo particular de experimentos demonstrou que a velocidade de
liberacdo de NO seria maior quando ele se encontra estocado nas NPs 1 e 4
(2,2-2,6 s*) em pH 8,0 do que nas NPs 2 e 3 (0,08-0,12 s™). Um sistema similar
de estocagem de NO existe descrito para outro hemiptero o Cimex lectularius
(Valenzuela e cols., 1995; Valenzuela e Ribeiro, 1998).

As NPs também sado capazes de ligar uma molécula de histamina. Essa
ligacdo ndo é concomitante com o de NO, mas se coordena com o ferro no lado
distal do grupo heme. A histamina liberada pelas plaguetas pela degranulacao
dos mastdcitos em hospedeiros previamente sensibilizados em resposta as
lesbes causadas pelas partes bucais do inseto sdo absorvidas pelas NPs
blogueando sua ac¢éo proé-inflamatéria (Ribeiro e Walker, 1994). Essencialmente
a histamina liberada ir4 causar vermelhiddo, dor e coceira no local da leséo o
gue pode dificultar a alimentac&o do inseto. Curiosamente a histamina consegue
remover o NO ligado ao grupo heme das NPs. Esse efeito ocorre no sitio de
ligagdo de NO e a histamina acelera a liberagdo de NO em condigbes
fisiolégicas. Ou seja, durante a dissociacao induzida por pH o NO é liberado na
circulacdo e simultaneamente a histamina ocupa o sitio de ligagcdo no grupo
heme.

A NP2 é a responsavel pela capacidade anticoagulante da saliva de R.
prolixus. Ela foi descrita inicialmente por Hellmann and Hawkins em 1965 e
chamou-se prolixina-S para distingui-la de outro anticoagulante a proxilina-G de
“‘gut” (Hellman e Hawkins, 1964). Posteriormente descobriu-se que a proxilina-S
era a NP2. Contrariamente, as NPs 1 e 4 ndo possuem qualquer atividade
anticoagulante. O extrato bruto das glandulas salivares de R. prolixus € capaz de
prolongar o tempo de coagulacdo da mistura caolina-cefalina sem afetar o tempo
de protrombina, sugerindo que a NP2 é um inibidor da via intrinseca da
coagulacédo sanguinea. Essa proteina é capaz de inibir a formacdo do complexo
Xase intrinseco na superficie anibnica promovida pelos fosfolipidios de
membranas de plaquetas ativadas (Zhang e cols., 1998). A NP2 liga-se
diretamente ao fator IXa, que possui a atividade enziméatica do complexo, mas
nao parece ser capaz de inibi-la (Isawa e cols., 2000). Dessa forma a NP2
parece interferir na interacdo do fator 1Xa com o fator Vllla ou mesmo com 0s
fosfolipidios de membrana. Apesar de NP2 possuir uma identidade de cerca de
80 % (143 de 180 residuos de aminoacidos) com a NP3 essa ultima proteina
possui uma atividade anticoagulante cerca de 300 vezes menor.

Moreira e cols. (2003) conduziram uma investigacdo na qual o perfil de
expressdo das NPs foi avaliado ao longo das varias mudas de R. prolixus. Eles
notaram que o perfil de expresséo no adulto e nas ninfas de quinto estagio, onde
todas as NPs estdo presentes, é na verdade o ponto culminante de um processo
gradual de expressado cumulativa de NPs. Ou seja, na saliva de primeiro estagio
somente esta presente a NP 2; a NP 4 surge no segundo ; a NP 1 no terceiro, e
a NP 3 somente no quinto. Esses mesmos autores reportaram, ainda, a
presenca de duas novas NPs, NP5 e NP6 que surgem no primeiro estagio ninfal.
Tais proteinas possuem alta homologia com as NPs descritas por Champagne e
cols., 1995, ligam NO, mas tém uma banda de Soret dita “ndo usual”’ na faixa de
412 nm.



A obtencdo de uma biblioteca de cDNAs de glandulas salivares de R.
prolixus permitiu o conhecimento das sequéncias de um numero grande de
proteinas secretadas na luz das glandulas. Tal estratégia foi denominada
sialoma e tem sido empregada para analise de um grande numero de salivas de
organismos hematéfagos (Ribeiro e cols., 2004). Varias dessas sequéncias
foram traduzidas in silico e apresentam varios trechos contendo aminoacidos
bésicos ou que possuem cargas positivas. Entre essas proteinas basicas esta
um novo membro da familia das NPs a NP7. Essa proteina possui uma série de
trechos positivamente carregados, capazes de interagir com vesiculas contendo
fosfatidilserina (PS) ou uma mistura de PS com fosfatidilcolina (PC), mas néo
com aquelas contendo apenas PC (Andersen e cols., 2004). Esses resultados
indicam que a NP7 provavelmente atua como anti-hemostatico ao se associar a
plaguetas ativadas, onde existem fosfolipidios anibnicos ocupando a porgéo
externa da célula. Nesse local também sao formados os complexos Xase e
protrombinase. A NP7 parece entdo bloquear a formagdo de complexo
protrombinase e consequentemente inibir a coagulacdo sanguinea in vivo.

Lipidios Bioativos.

A maior parte dos componentes salivares com atividades anti-
hemostéticas descritos até hoje sdo de natureza protéica. Tais moléculas sédo de
natureza diversa e conforme descrito podem incluir peptidios como as
taquicininas (Champagne e Ribeiro, 1994) e o maxadilan (Lerner e cols., 1991),
proteinas ligadoras de NO como as NPs descritas anteriormente (Champagne e
cols., 1995), e lipidios e seus derivados como as prostaglandinas (Ribeiro e
cols.,, 1992). Mais especificamente a presenca de lipidios nas glandulas
salivares de um artrépodo hematéfago tem sido examinada no carrapato
Amblyomma americanum pelo grupo do Dr. Sauer da Universidade do Estado de
Oklahoma, USA (Shipley e cols., 1993).

Presume-se, que além da saliva mecanismos redundantes de sinalizacao
devam operar de forma a evitar a vasoconstriccdo no local da picada, uma vez
que a alimentacdo ocorre em questdo de minutos. Estes mecanismos estariam
baseados na existéncia de moléculas mensageiras na saliva, além dos anti-
hemostaticos que impediriam a rea¢do do hospedeiro numa escala muito rapida
de eventos. A primeira dessas moléculas a ser identificada é um lisofosfolipidio
a lisofosfatidilcolina (LPC). Essa molécula foi originalmente descrita por nosso
grupo na saliva de R. prolixus (Golodne e cols., 2003). Nele nés demonstramos
que niveis micromolares de LPC sdo acumulados na luz da glandula durante seu
crescimento. Uma vez injetada na pele do hospedeiro, os niveis de LPC séo
suficientes para bloguear a agregacdo plaquetaria induzida por colageno e
trombina e induzir a expressao de uma NOS em células endoteliais de aorta de
porco em cultura. Posteriormente demonstramos que a LPC salivar age como
um modulador de varias rotas de sinalizagdo celular de macréfagos. Tal
molecula mostrou-se capaz de suprimir a producdo de NO em tais células e
aumentar a infeccdo por T. cruzi (Mesquita e cols., 2008). O mecanismo parece
envolver a ativacdo de receptores como o G2A ao mesmo tempo em que



bloqueia a ativacdo de MAPK induzidas pela estimulacdo de receptores do tipo
Toll-Like como esquematizado na Figura 4.

Saliva: uma fonte de Imunomoduladores da Infec¢cédo por Patdogenos.

Quando os insetos agem como vetores ha um aumento na transmissao
de patégenos que estd diretamente relacionado ao tempo de procura
intradérmica pelo vaso. Isso ocorre em virtude da interrelacédo entre hemostasia,
inflamacéo e resposta imune. Muitas das propriedades que facilitam e/ou
contribuem para o sucesso da refeicdo sanguinea também aumentam a
transmissdo de patdgenos. Na maior parte dos casos os insetos séo infectados
durante a alimentacdo e os patdgenos sdo capazes de interagir com as
glandulas salivares do vetor no proximo ciclo alimentar (Ribeiro, 1987). Assim
duas estratégias principais sao encontradas: (1) os componentes da saliva
secretados no local da picada aumentam a eficiéncia da infecgcédo; (2) os
patdgenos aumentam a probabilidade de sua transmissdo modificando as
atividades farmacologicas da saliva.

bY

Em relacdo a primeira hipétese podemos dizer que os alvos da
imunomodulacdo em geral as células do hospedeiro envolvidas na imunidade
inata seréo atingidas. Esse € o caso das salivas de que contém moduladores de
macrofagos, células T e B como descrito em “sandflies”, “blackflies” e mosquitos
(revisto em Gillespie e cols., 2006). Os carrapatos possuem um verdadeiro
coquetel de moléculas que agem como moduladores de citocinas, inibidores do
sistema complemento, inativadores de anafilatoxina e proteinas ligadoras de
imunoglobulinas. Em conjunto, tais moléculas atingem além das células do
hospedeiro acima mencionadas as células “natural killer’ e os neutrofilos.

No caso da leishmaniose para atingir uma infeccdo experimental em geral
sao injetados milhdes de parasitas na pele de camundongos. No entanto, se tal
injecdo for acompanhada saliva do vetor Lutzomyia longipalpis apenas uma
centena de parasitas e suficiente para se obter uma boa infecgdo experimental.
Titus e Ribeiro (1988) demonstraram que a presenca da saliva do vetor
aumenta a infectividade de L. major. Alem de aumentar a natureza da lesdo o
numero de parasitas na lesdo pode ser cerca de 5000 vezes maior do que as
lesGes obtidas em camundongos infectados na auséncia da saliva. Resultados
similares foram obtidos para outros modelos de infecgdo a saber: L. longipalpis x
L. brasiliensis; L. longipalpis x Leishmania; Phlebotomus papatasi x L. major ;
Aedes x virus da estomatite vesicular; Aedes e Culex x virus Cache Valley e
carrapatos do género Dermacentor x virus da encefalite viral entre outros
(revisto por Valenzuela, 2002). A identificacdo dos fatores envolvidos na
exarcebacao da transmisséo desse patogenos € tarefa longa e exaustiva e esta
sendo conduzida em muitos laboratorios ao redor do mundo.

bY

Em relagdo a segunda hipotese podemos afirmar que no caso dos
esporozoitos da malaria ocorre a infeccdo dos lobos distais e mediais da
glandula salivar de mosquitos (Rossignol e cols., 1984). Tal invasdo leva a uma
reducdo da atividade apirasica o que eleva o tempo de alimentac&o do inseto e
aumenta a transmisséo de parasitas. Garcia e cols. (1994) demonstraram que



0S componentes anti-hemostaticos da saliva de R. prolixus diminuem com a
infeccdo por T. rangeli. Homogenatos de glandulas salivares de 30 dias apds a
infeccdo possuem uma quantidade menor de proteina por par de glandulas,
assim como uma atividade apirasica menor e grupos nitrogénio reativos (Garcia
e cols., 1994). No entanto, os mecanismos moleculares utilizados pelo parasita
para modificar tais atividades e seus efeitos, ainda ndo foram investigados.
Resultados recentes de nosso laboratério demonstraram que a producgdo de NO
em glandulas infectadas com T. rangeli ocorre em funcdo da supresséo da
expressado da NOS pelo parasita (Gazos-Lopes e cols., Submetido 2012). O
mecanismo foi demonstrado via “western blotting” usando-se anticorpos anti-
NOS e via imunocitoquimica além de RT-PCR e aponta para um envolvimento
dos glicofosfatidilinositois de superficie do parasita como um controlador das
vias intracelulares de sinalizacdo celular em especial moduladas por proteinas
fosfatases.

Mondcito/
Macrofago

Figura 4. Mecanismo de acdo da LPC. A LPC salivar ou plasméatica possui
varios receptores em células do sistema imune. Entre eles destaca-se mais
classicamente o receptor G2A e o receptor GPR4. Em virtude de relatos acerca
de sua acao inflamatéria e possivel que a LPC possa interagir com TLRs
tradicionais como o TLR-4.



Consideracgdes Finais

A complexidade dos sistemas que o0s animais hematofagos
desenvolveram pode ser mais bem compreendida pela observacdo de que
enquanto os vertebrados desenvolveram a hemostasia cerca de 400 milhdes de
anos atras (Doolittle e Feng, 1987), a hematofagia surgiu varias vezes de
maneira independente na evolugdo, em um periodo entre 145 e 65 milhdes de
anos atras (Balashov Yu, 1984). Supde-se que a evolucdo para multiplos
mecanismos anti-hemostaticos, inclusive com grande redundancia nos alvos e
usando moléculas completamente diferentes, decorra de uma pressao seletiva
continua (Mans e cols., 2002; 2003). E claro que as moléculas anti-hemostaticas
dos hematéfagos evoluiram juntamente com o desenvolvimento das moléculas
do sistema hemostatico dos vertebrados de modo que é razoavel supor que este
seja a principal razdo da alta eficiéncia dos hematéfagos em seu modo de vida.
Esta alta especificidade para bloguear as defesas do hospedeiro e a
redundancia dos sistemas justifica as dificuldades em se desenvolver métodos
eficientes de controle desses ectoparasitas.
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