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Resumen: Leishmania requiere de dos hospedadores para completar su ciclo de vida, un vertebrado y un insecto vector. Los flebotominos
vectores han logrado sobrevivir en coexistencia con el parasito Leishmania. Esta convivencia se ha logrado gracias a las diversas estrate-
gias de defensa desarrolladas por el insecto, que incluyen estrategias de inmunidad innata. La sobrevivencia del parasito en el vector se
debe a su vez, a mecanismos complejos de evasion y co-evolucion. Reconocer estos mecanismos de interaccion Leishmania-vector y
profundizar su estudio molecular, puede contribuir al desarrollo de blancos para nuevas estrategias que reduzcan la capacidad vectorial de
los flebotominos vectores de Leishmania.
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Survival of the Leishmania parasite in the vector insect:
molecular interactions

Abstrac: Leishmania require two hosts to complete their life cycle, a vertebrate and a vector insect. Vector phlebotomies have been able
to survive in co-existence with the Leishmania parasite. This co-existence has been reached due to the diverse defense strategies devel-
oped by the insect, which include innate immunity strategies. On the other hand, the survival of the parasite in the vector is due to com-
plex evasion and co-evolution mechanisms. To recognize these Leishmania-vector interaction mechanisms and to further their molecular
study can contribute to the development of targets for new strategies that reduce the vectorial capacity of Leishmania vector phleboto-
mies.

Keywords: Leishmania, phlebotomies, survival, immune system

* Correspondencia:
E-mail: nevelsa@ula.ve

Introduccion

La leishmaniasis constituye un grave problema de salud
publica en Venezuela y en otras partes del mundo. Su
agente causal es Leishmania, un protozoario (Kinetoplasti-
da: Trypanosomatidae) parésito de vertebrados, el cual
produce diferentes manifestaciones clinicas y grados de
severidad en los humanos. Los flebotominos (Diptera:
Psychodidae) son insectos hematéfagos vectores transmi-
sores de Leishmania [1,2].

El desarrollo biologico de Leishmania en los flebotomi-
nos vectores es complejo, y los mecanismos involucrados
en su sobrevivencia son poco entendidos [3-5]. Hay evi-
dencias de susceptibilidad o resistencia a la infeccion con
Leishmania en las diferentes especies de flebotominos,
especialmente en las especies del Género Phlebotomus.
Sin embargo, se ha estimado que de las 400 especies de
Lutzomyia que existen en América, solo aproximadamente
50 estan implicadas como transmisores. Tal susceptibili-
dad y refractoriedad se debe, en parte, a factores de especi-
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ficidad especie-especifica Leishmania-vector y a multiples
interacciones que ocurren dentro del sistema digestivo de
los insectos [6-9].

Después de la entrada de las formas amastigotas de
Leishmania al intestino del insecto vector, su ciclo de
desarrollo continda pasando por un proceso de division y
de transformacion, que va desde promastigotes prociclicos,
nectomonas, leptomonas, haptomonas, paramastigotes,
hasta la formacion de promastigotes metaciclicos infecti-
vos. Estos Gltimos son transmitidos por la picada de los
flebotominos infectados a otro hospedador vertebrado sano
[9-11].

Para poder completar su ciclo de vida en el insecto,
Leishmania tiene que desarrollar estrategias adaptativas
para sobrevivir a los mecanismos de injuria del insecto, y
sobrellevar los cambios y agresiones de las condiciones
fisiolégicas especificas del intestino del flebotomino [9-
13].

Barreras en la interaccion Leishmania-vector

El éxito de la interaccién Leishmania-vector depende de
la eficiencia del sistema inmune del insecto. Los mecanis-
mos de defensa de los insectos son pocos conocidos. Los
insectos no tienen un complejo antigeno anticuerpo carac-
teristico como el de los sistemas inmunes de vertebrados,
pero tienen mecanismos de defensa de inmunidad innata
con componentes de inmunidad celular y humoral [14].

La primera barrera fisico-quimica que el paréasito Leish-
mania tiene que vencer en los insectos flebotominos vecto-
res, esta constituida por el exoesqueleto y la saliva (Fig. 1).

La segunda barrera la constituye el sistema inmune inna-
to del insecto, representado por los mecanismos de defensa
inespecificos, establecidos por las condiciones fisioldgicas
especie-especificas del insecto, tales como, la formacion
de la matriz peritrofica, enzimas digestivas, diferentes
regiones del sistema digestivo y cambios de pH en el intes-
tino del insecto vector, entre otros [12,13].

La matriz peritrofica constituye uno de los grandes obs-
taculos, y consiste en una envoltura que cubre al bolo
sanguineo que se forma en el intestino medio abdominal
en las primeras 4 horas post ingesta sanguinea. Esta consti-
tuida por glicoproteinas, proteinas y fibrillas de quitina,
cuya funcién es formar una barrera protectora para las
celllas epiteliales del intestino medio abdominal del insec-
to, contra abrasiones de particulas provenientes del alimen-
to y contra microbios. También permite la compartimenti-
zacion de las enzimas digestivas, facilitando el proceso de
digestion sanguinea [15].

El tercer mecanismo de defensa del insecto, esta consti-
tuido por las celllas fagociticas Ilamadas hemacitos y una
respuesta tipo humoral, de componentes solubles [14,16].
La fagocitosis llevada a cabo por los hemoacitos, incluye
procesos de quimiotaxis, produccién de hidrolasas lisoso-
males y de elementos citotoxicos, entre otros. Sin embar-
go, la respuesta principal de los flebotominos es la media-
da por factores humorales solubles, tales como proteinas
opsonizantes, aglutininas, hemolisinas, y la activacion de
mecanismos de oxidacion, entre otros [14,17-22].

Figura 1. Mecanismo de resistencia de los flebotominos vectores
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Los estudios muestran la presencia de aglutininas contra
eritrocitos de humano y otros mamiferos en el tubo diges-
tivo de varias especies de flebotominos. La mayoria son
lectinas que estan involucradas en el mecanismo de reco-
nocimiento de la respuesta celular y/o humoral de los in-
sectos, como moléculas receptoras asi como reguladoras
en la adhesidon y diferenciacion celular. Las lectinas, son
glicoproteinas de origen no inmune, que se unen especifi-
camente con varios sitios de union de carbohidratos
[17,19,23-25]. Por otro lado, la actividad de lectinas dentro
del tracto digestivo de los flebotominos, estd asociada
principalmente al intestino medio toracico y abdominal.
Dicha actividad es especifica para cada especie y pobla-
cion geogréafica de flebotominos, ademas de ser significa-
tivamente diferente entre macho y hembra, y entre hem-
bras pre y post ingesta sanguinea [23]. Su presencia en los
flebotominos parece ser importante en la defensa e interac-
cién con Leishmania, ayudando a los promastigotes a
mediar interacciones ligando-receptor con las células epi-
teliales del intestino para adherirse y formar rosetas entre
ellos, manteniéndolos en grupos de promastigotes en el
lumen del insecto [17,21,26].

Luego de la digestion sanguinea y adhesion de los pro-
mastigotes prociclicos y los promastigotes nectomonas a
las microvellosidades de las celdlas intestinales de los
flebotominos, a través de la insercién del flagelo o recepto-
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res corporales, se disparan mecanismos celulares de de-
fensa del insecto, mediados principalmente por opsoniza-
cion, aglutinacion y citotoxicidad [14].

Migracidn al intestino medio toracico

Otro aspecto importante para completar el desarrollo de
Leishmania en los flebotominos, luego de la digestion
sanguinea, es la migracion de los parasitos hacia las re-
giones anteriores del sistema digestivo del insecto y asi,
conseguir la salida a través de la picada del insecto a otro
hospedador vertebrado sano. La migracion es facilitada por
la formacion de un gel en el lumen del intestino del insec-
to. El gel solo esta presente en el lumen de los intestinos
infectados, producto tal vez, del dafio a las células epitelia-
les y microvellosidades del intestino medio abdominal y/o
a productos del sistema inmune del insecto [27]. En reali-
dad, no se sabe si el origen del gel es producto de las
secreciones del insecto y/o del parasito; lo cierto es que el
gel podria facilitar la migracion y adhesion de los promas-
tigotes a las partes anteriores del intestino medio toracico
[28,29].

La migracion del parésito se logra también, gracias a la
formacion de un gradiente de carbohidratos que se genera
en el lumen del intestino, producido por la digestion de la
dieta rica en azUcares ingeridos por el insecto y acumula-
dos en el diverticulo, que se va dispersando a través del
intestino medio toracico [13,28-30].

El desarrollo del gel en el lumen intestinal de los insec-
tos infectados, ademas de facilitar la adhesion de los pro-
mastigotes metaciclicos, en el lumen del intestino medio
toracico, y facilitar la migracion de las distintas formas de
promastigotes a las regiones quitinosas del intestino medio
torécico, también juega un papel importante en el proceso
de metaciclogénesis (gradiente de carbohidratos formado
desde el diverticulo), otro aspecto que estimula la migra-
cién. La metaciclogénesis constituye un proceso vital para
la transmision de Leishmania y consiste en el proceso de
transformacién y multiplicacién de promastigotes no infec-
tivos (prociclicos, paramastigotes, leptomonas, haptomo-
nas y nectomonas) a formas infectivas de promastigotes
metaciclicos, que poseen diferencias bioquimicas y fun-
cionales [5,9].

Para que la transmision de Leishmania ocurra, se deben
transformar las formas de promastigotes desarrolladas en
el intestino en promastigotes metaciclicos infectivos y
ademas, llegar a la region torécica del insecto. La alimen-
tacién azucarada almacenada en el diverticulo y la secre-
cion de saliva en los insectos vectores, parecen ser factores
determinantes en el proceso de metaciclogénesis. Los
promastigotes metaciclicos estan altamente adaptados para
infectar y sobrevivir en el hospedador vertebrado. Esta
adaptacién morfofisiologica de los promastigotes metaci-
clicos estd mediada por moléculas de carbohidratos espe-
cie-especificos que permiten la modificacion de la molécu-
la de LPG (lipofosfoglicano) que cubre la superficie del
parasito. Lamentablemente, el mecanismo de la metaciclo-
génesis in vivo es pobremente conocido. Sin embargo,
estudios in vitro demuestran que se encuentra relacionada

con la declinacién de nutrientes, pH y disminucion de
cofactores para la produccion de éxido nitrico [9,31]. Estas
transformaciones coinciden con la finalizacion del proceso
de digestion sanguinea y la subsiguiente ingesta de car-
bohidratos por parte de los flebotominos.

Por otro lado, cada vez que el flebotomino ingiere ali-
mento, sanguineo o azucarado, ocurre el proceso de saliva-
cion. La saliva de los flebotominos posee un conjunto de
moléculas que juegan diferentes funciones para mediar el
éxito de la ingesta sanguinea del insecto. Funciones que
van desde vasodilatacién (maxadilan), anticoagulacién,
anti-agregacién de plaquetas, hemostasia, inhibicién de la
inflamacién, citoquinas moduladoras de la respuesta in-
mune y también facilitadoras de la infectividad del parasito
en el hospedador vertebrado [32-34]. Los estudios mues-
tran que los componentes de la saliva son especie especifi-
cos y varian en calidad y cantidad de sus componentes
[20]. Ademas, existen evidencias de que los componentes
de la saliva promueven la sobrevivencia y transmision de
Leishmania al vertebrado [8,35].

Mecanismo de evasion de Leishmania en el flebotomino
vector

La primera barrera presentada por los flebotominos, el
exoesqueleto y la saliva, es superada por el parasito me-
diante una estrategia de entrada pasiva por medio de la
cadena de alimentacion, a través de la ingestion de sangre
proveniente del hospedador vertebrado infectado, por
parte del insecto. En relacion a la saliva, ademas de facili-
tar la alimentacién del insecto, por medio de un conjunto
de productos, también posee sustancias con actividad pro-
tectora contra patdgenos. Sin embargo, en la relacion
Leishmania-vector, estos componentes de la saliva actdan
también como coadyuvantes que favorecen la entrada de
Leishmania al hospedador invertebrado y su salida del
vertebrado, capacidad desarrollada por medio de meca-
nismos de coevolucion parasito hospedador. Logra asi el
parasito vencer la primera barrera del hospedador inverte-
brado y llegar al intestino medio abdominal para completar
su ciclo de vida [16,36].

Los promastigotes prociclicos escapan de la matriz peri-
trofica, gracias a la ruptura de ésta por parte del parésito,
producto de la secrecion de quitinasa, logrando su salida y
adhesion al epitelio intestinal antes de que ocurra la desin-
tegracion normal de la matriz peritréfica originada por el
proceso de digestién del insecto [15,37-39].

Ademas, estudios de interaccion con distintas especies
de Leishmania demuestran que Leishmania es capaz de
reducir los niveles de las enzimas digestivas en el intestino
del insecto [6,40-43]. Aunque recientemente se han clona-
do y caracterizado algunos genes de proteasas alcalinas del
proceso de digestion del insecto [44], poco se conoce acer-
ca de la expresion y regulacion de las enzimas digestivas
de los flebotominos, y de como Leishmania es capaz de
modularlas. No obstante, se conoce que las secreciones y
la expresion de moléculas en la superficie de los promasti-
gotes de Leishmania, permiten modular las enzimas diges-
tivas del flebotomino vector, logrando resistir a la respues-
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ta inmune y sobrevivir a los diferentes cambios fisioldgi-
cos del insecto [9].

Por otro lado, estudios de interaccion Leishmania-
vector muestran que el parasito es capaz de inhibir los
movimientos peristalticos del intestino del insecto gracias
a la excrecion de los productos no digeridos durante la
digestion sanguinea en el intestino del insecto [45,46].

El sistema inmune del flebotomino y las condiciones
especificas del intestino, son los responsables de que una
gran cantidad de parasitos sean eliminados durante las
primeras horas de infeccion, produciendo su destruccion
durante las primeras 72 horas postinfecciéon [6,13]. Sin
embargo, en la dupla parasito-vector, las diferentes formas
de promastigotes son capaces de establecerse en el intesti-
no del insecto vector y resisten al embate digestivo y al
mecanismo de defensa de los flebotominos vectores. El
parésito lo logra por medio de mecanismos de evasion y
resistencia, a través de un proceso que incluye transfor-
macion, migracién hacia el intestino medio toracico y
secrecion de sustancias y moléculas expresadas en su su-
perficie. El proceso de transformacion va desde amastigo-
tes a promastigotes prociclicos, de promastigotes procicli-
cos a promastigotes nectomonas, promastigotes leptomo-
nas, promastigotes haptomonas, paramastigotes y final-
mente promastigotes metaciclicos [9,47].

Leishmania no solo debe sobrellevar el mecanismo in-
mune del insecto, sino también tienen que soportar los
cambios hostiles del intestino, el embate de las enzimas
digestivas, escapar de la matriz peritrofica, resistir el pro-
ceso de diuresis del insecto y expresar proteinas de ad-
hesidn al epitelio que impidan su expulsién durante el
proceso de digestion. Todo esto lo logra por medio de la
expresion en su superficie de moléculas especie especifi-
cas que le permiten la adhesién y sobrevivencia en el intes-
tino del insecto vector [9,14,15,48-52]. Entre esas molécu-
las se encuentran los glicoconjugados, que incluyen molé-
culas ancladas a unidades repetidas de fosfoglicano. Estos
fosfoglicanos consisten en glicoproteinas, tales como:
proteofosfoglicano (PPG), implicado en la sobrevivencia
de los promastigotes prociclicos, modulacién enzimatica
en el vector y en la formacion del gel por los promastigo-
tes leptomonas [9,49] vy glicolipidos, tales como lipofosfo-
glicanos (LPG), implicados en la adhesion de los promas-
tigotes neptomonas y determinante especifico parasito-
vector, debido a un polimorfismo de la molécula Leishma-
nia especifico. Esta heterogeneidad es correspondida por
los receptores de las celllas intestinales de los insectos
vectores [53]. Los glicoconjugados también incluyen mo-
léculas que no son fosfoglicanos, tales como glicoprotei-
nas, como la metaloproteasa gp63 o leishmanosilin. Esta
proteina de 63 kDa expresada por los promastigotes, se
encuentra implicada principalmente con la virulencia en el
hospedador vertebrado, sin embargo, los estudios recono-
cen otras funciones, dependiendo de la especie de Leish-
mania [9,49,51,54]. Su funcién en el insecto vector no esta
clara, sin embargo, estudios recientes muestran que la
sobre expresién de gp63 no compensa al LPG defectuoso
(mutante) en el insecto vector, como si ocurre en el hospe-
dador vertebrado, lo que sugiere que en los flebotominos

no tiene funcion de cooperacién con las moléculas de
LPG [55].

Por otro lado, el desarrollo del gel en el lumen del intes-
tino de los flebotominos infectados se debe considerar
como un mecanismo que favorece la sobrevivencia de las
formas de desarrollo del parasito, inclusive, de los promas-
tigotes metaciclicos, los cuales no estan adheridos al epite-
lio, al facilitarles adherirse a un sustrato en el lumen del
insecto y no ser arrastrados por los movimientos peristalti-
cos del intestino durante el proceso de excrecion del ali-
mento no digerido [28].

También son determinantes, en el proceso de migracion
y la metaciclogénesis de los parasitos hacia la regién ante-
rior del tracto digestivo, la participacién de componentes
derivados de los azlcares del diverticulo, como los com-
ponentes de la saliva del insecto [9]. Los carbohidratos
cumplen funciones muy importantes en el reconocimiento
biologico. Los carbohidratos se unen especificamente a
diferentes moléculas, tales como lectinas y glicoproteinas,
mediando interacciones célula-célula y célula-epitelio. La
glicosilacion, una modificacion covalente frecuente en las
proteinas que genera una gran diversidad, dada la variedad
de glicanos que se pueden producir a partir de un nimero
relativamente limitado de monosacéaridos [56].

Por otro lado, el genoma de Leishmania expresa en am-
bas formas de vida, promastigotes y amastigotes, estados
de adaptacion para su supervivencia y division. En cada
uno de sus ambientes, en los flebotominos vectores o en
los macréfagos de su hospedador vertebrado, expresa un
grupo diferente de genes que le permiten su adaptacion y
sobrevivencia [57]. La adhesién de Leishmania en el epite-
lio de los insectos vectores, esta correlacionada con la
presencia de glicoproteinas N-acetilgalactosamina y con la
presencia de actividad semejante a lectina en la superficie
del parésito [58].

El patrén de glicosilacion de una proteina es dependiente
del tipo celular que la produce, que puede modificarse ante
diversas situaciones fisiologicas o ante la presencia de
patologias. La glicosilacién contribuye, por ejemplo, al
correcto patron de plegamiento de las proteinas; les confie-
re mayor resistencia a las proteasas y mayor estabilidad
ante modificaciones fisico-quimicas del medio, entre otras
propiedades. Existen dos tipos principales de glicosilacién
de proteinas: la N-glicosilacion, caracterizada por uniones
de enlaces entre una N-acetilglucosamina (GIcNAC) y un
residuo de asparagina y la O-glicosilacion, en la cual se
han identificado diferentes tipos; la mas frecuente se en-
cuentra determinada por la unién de un residuo de N-
acetilgalactosamina (GalNac) a serinas o treoninas presen-
tes en el esqueleto polipeptidico. Este tipo de glicosilacion
se conoce como glicosilacién tipo mucina, debido a que
determina la union de las numerosas cadenas oligosacari-
das presentes en las mucinas, glicoproteinas de muy alto
peso molecular que recubren la superficie de diferentes
tipos celulares y de parasitos, protozoarios y helmintos.
Los glicoconjugados cumplen funciones muy importantes
en la interaccion que se establece entre Leishmania y el
epitelio intestinal del hospedador invertebrado [56,59].
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Patologia en los flebotominos vectores

El parasito puede modular o inhibir los fenémenos fisio-
I6gicos del insecto vector mediante mecanismos de adap-
tacion especie especifica y por mecanismos de evasion,
tales como, transformacion de amastigote a promastigote
prociclico, secreciones y/o excreciones del parésito, y
expresion de proteinas de superficie, pudiendo asi causar
ruptura de la matriz peritrofica, alteraciones en los movi-
mientos peristalticos del intestino y alteraciones enzimati-
cas en los flebotominos [40-42].

Aunque Leishmania no atraviesa el epitelio del insecto
como ocurre con Plasmodium y mosquitos, y solo se desa-
rrolla en el lumen del intestino, hay evidencias del efecto
nocivo de Leishmania a nivel de la valvula esofagica de
los flebotominos. La quitinasa, ademas de romper la matriz
peritrofica del insecto, causa dafio cuando los promastigo-

Tabla 1. Patologia en el insecto vector ocasionado por Leishmania

tes colonizan las regiones quitinosas de la valvula esofégi-
ca del flebotomino, impidiendo el proceso de alimentacion
normal del insecto [60-62]. También, se ha reportado dafio
celular en el intestino medio abdominal de los flebotomi-
nos infectados, a través de estudios ultraestructurales de
las células epiteliales intestinales, las cuales presentan
alteraciones, vacuolizacion y destruccion de las microve-
llosidades [63].

|Poco se conoce del efecto de la infeccion de Leishmania
sobre la longevidad y fecundidad de los flebotominos. Sin
embargo, se ha reportado que Leishmania reduce la lon-
gevidad y fecundidad en los flebotominos del viejo mundo
[64]. Aungue Leishmania no rompe el epitelio intestinal,
se han detectado células epiteliales con cromatina compac-
ta en los flebotominos infectados, lo que pudiera disparar
mecanismos apoptosicos, como ocurre en el modelo
Plasmodium y mosquito [64,65]. (Tabla 1).

Patologia en el insecto vector

Referencia

Alteraciones digestivas
Secreciones de las formas de promastigotes alteran los patrones
normales de enzimas digestivas

Dafio tisular

Ruptura de la matriz peritréfica, secrecion de quitinasa por los
prociclicos, perforacion de la matriz peritrofica antes del tiempo
normal

Dafio epitelio intestinal
Alteraciones ultraestructurales de las celllas epiteliales y micro-
vellosidades, degeneracién y vacualizacién

Dafio valvula esofagica

Costo inmunitario
Formacion del gel en el lumen del intestino
Inhibicién de los movimientos peristalticos del intestino

Modificaciones comportamentales
Los insectos realizan mas pruebas antes de la ingesta sanguinea
Fecundidad y Mortalidad

Schlein et al 1983, Borovsky & Schlein 1987, Dillon & Lane
1993

Schlein et al 1991

Nieves et al 2004

Schlein et al 1992

Stierhof et al 1999, Roger et al 2002, 2004
Vaidyanathan 2004, 2005

Volf et al 2004
El Sawae et al 1994

Conclusiones

Los amastigotes de Leishmania consiguen sobrellevar
los cambios fisiolégicos del intestino del insecto por medio
de mecanismos de adaptacion y evasion a través del proce-
so de transformacion. La transformacién de las amastigo-
tas a promastigotes prociclicos, que son formas capaces de
secretar quitinasa, les permite escapar de la matriz peritro-
fica y adherirse a las microvellosidades de las celtlas epi-
teliales y multiplicarse. Por la transformacion a promasti-
gotes nectomonas y leptomonas, son capaces de resistir a
los cambios de la digestion sanguinea; por la transforma-
cién a haptomonas, paramastigotes, (cuyo rol no ha sido
clarificado) y a promastigotes metaciclicos, resisten en el
lumen del intestino y migran hacia el intestino medio tora-
cico con la capacidad de ser infectivos para el hospedador
vertebrado.

Leishmania utiliza una variedad de proteinas que median
su adhesion al epitelio; estas, ademas le permiten la pro-

teccidn contra las enzimas digestivas, por medio de la
modulacién y/o inhibicion de éstas, lo que le permite a su
vez, superar las condiciones adversas del intestino, logran-
do asi su sobrevivencia y reproduccion. Ello es posible,
gracias a que existe una compatibilidad de interacciones
moleculares entre las dos especies parasito y vector, pro-
ducto de una co-evolucién.

Aunque Leishmania logra sobrevivir y completar su
desarrollo en los flebotominos vectores, evadiendo los
mecanismos de defensa implementados por el insecto,
existe un costo en la patogenicidad para los flebotominos,
evidenciado por varios estudios, que muestran cierto dafio
en diferentes niveles del insecto vector, tales como, cam-
bios fisiol6gicos, comportamentales, celulares e inhibito-
rios, que podrian ocasionar mortalidad en los flebotominos
infectados. Es necesario profundizar los estudios relacio-
nados con la interaccion Leishmania-vector, principal-
mente a nivel molecular, que pudieran contribuir al desa-
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rrollo de nuevas estrategias que reduzcan la competencia
vectorial de los flebotominos transmisores.
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