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Resumen

Se hace una revision de las moléculas que inoculan los
insectos de la familia Culicidae al momento de la picadura
y los mecanismos que muestran sus hospederos para con-
trarrestarlos y como algunas de esas moléculas, especial-
mente las enzimas se convierten en alérgenos que inducen
una respuesta de amplio espectro, que va desde una papula
al momento de la picadura hasta una reaccion anafilactica.
De la misma manera se analizan las posibilidades de diag-
ndstico con moléculas silvestres y antigenos
recombinantes, lo mismo que pautas de tratamiento.

Palabras clave: hipersensibilidad, saliva, mordeduras y

picadura de insectos, insectos, culicidae, alergenos.

Moncada-Alvarez LI, Salazar-Terreros MJ, Lopez-
Paez MC. Alergia en el humano inducida por la saliva de
insectos de la familia Culicidae. Rev Fac Med. 2011; 59:
133-148.

Recibido:04/03/11/

Enviado a pares: 10/03/11/

Summary

A review was made of the molecules which are inoculated
by insects from the family Culicidae when biting and the
mechanisms used by their hosts to contract them, as well
as some of these molecules, especially enzymes which
become allergens inducing a broad spectrum response
ranging from a papule when being bitten to a full-blown
anaphylactic reaction.

The possibility of diagnosis using wild molecules and
recombinant antigens was also analyzed, as well as
treatment guidelines.
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Introduccion

Los insectos conocidos vulgarmente como “zan-
cudos” o “mosquitos” pertenecen a varios gé-
neros de la familia Culicidae. Las hembras se
alimentan de sangre, esta caracteristica las hace
vulnerables a infectarse y transmitir diferentes
agentes patdégenos al hombre y a los animales.
De acuerdo con el patrén de alimentacidn,
Tempelis (1) reconoce seis patrones bdsicos de
preferencia de comida:

e Casi completamente sobre mamiferos, en
este grupo hay un rango en la preferencia
desde los completamente antropofilicos como
An. darlingi hasta los completamente
zoofilicos como An braziliensis.

e Losque son casi completamente ornitofilicos
ejemplo: Culiseta melanura,

* Los que ingieren sangre de aves y de ma-
miferos ejemplo: Culex quinquefasciatus,

* Los que se alimentan casi exclusivamente
sobre anfibios ejemplo: Culex terrinas,

e Los que se alimentan sobre reptiles
Deinocerites dyari,

* La especie Uranotenia lateralis que come
sobre un pez que vive en bancos de lodo
fuera del agua.

Las reacciones a la picadura de los insectos se
puede dar por las densidades que pueden alcan-
zar, se ha reportado que en zonas donde la ma-
laria es endémica, los humanos pueden recibir
200 picaduras de Anopheles por dia, lo que sig-
nificaria que recibirian aproximadamente 10.000
picaduras al ano (2,3). Debido a que Culex
quinquefasciatus se cria en colecciones de
aguas tanto limpias como contaminadas, en los
centros urbanos ha alcanzado densidades muy
altas y se ha convertido en un problema de sa-
Iud publica por la molestia que representa debi-
do a su hédbito nocturno, lo que impide el des-
canso de los habitantes de las zonas altamente
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infestadas y por la alergia que producen por su
picadura (4-6).

La saliva de los mosquitos

Los mosquitos son los artrépodos hematéfagos
mds comunes y de mayor importancia en el
mundo. Hasta el momento se han descrito cer-
ca de 3000 especies y s6lo un pequeiio porcen-
taje de ellas necesita ingerir sangre para el de-
sarrollo de sus huevos.

Generalmente, la picadura de los mosquitos es
inocua, pero en muchas ocasiones puede con-
vertirse en el vehiculo de transmision de agen-
tes patégenos, y desencadenar reacciones
inmunoldgicas indeseables en el hospedero; esta
respuesta es producida en su mayor parte por
las proteinas que se encuentran en la saliva de
los insectos, que es una mezcla compleja de di-
versas sustancias secretadas por las glandulas
salivares tanto en machos como en hembras;
sin embargo, existen proteinas que solo se en-
cuentran en uno u otro género, debido al hecho
de que las hembras son las unicas que se ali-
mentan de la sangre de los vertebrados, mien-
tras que los machos se alimentan exclusivamente
de exudados vegetales.

Estas caracteristicas de la dieta, corresponden
con diferencias morfolégicas y fisiolégicas en
las gldndulas salivares. En todos los géneros de
mosquitos hematéfagos las glandulas de los
machos estdn compuestas de tres 16bulos simi-
lares, mientras que en las hembras, el 16bulo
central tiene tamafio diferente. La porcién ante-
rior de los l6bulos laterales de las hembras es
morfolégica y funcionalmente similar a las glan-
dulas de los machos ya que producen enzimas
involucradas en la digestion de los aztcares, pero
las células de la porcién distal de los 16bulos la-
terales y del I6bulo central son distintas y espe-
cificas de las hembras y estdn relacionadas con
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la hematofagia (7). La salivacion de los mosqui-
tos puede ser regulada directamente por facto-
res quimicos, térmicos o tctiles, o indirectamente
a través de estimulos generados por el mismo
proceso de la alimentacion (8).

Para localizar el vaso sanguineo deben introdu-
cir varias veces sus partes bucales en la piel del
hospedero hasta alcanzar la red profunda de
vasos capilares, la saliva es secretada durante
este periodo de bisqueda intradérmica (probing
o tanteo) (9), en el que se acumulan pequefias
hemorragias, hasta que finalmente las partes
bucales descansan dentro de una vénula,
arteriola o un hematoma (10,11).

Entre las funciones de la saliva de los mosquitos
estd la lubricacién y proteccion de las piezas
bucales (11,12), facilitar la localizacidn de los
vasos sanguineos y proporcionar enzimas como
a-glucosidasas y a-amilasas que inician la di-
gestion de los azicares de la dieta (11,13,14).
También se ha demostrado que la saliva de los
mosquitos interactiia con moléculas propias de
la respuesta inmune de los vertebrados y modu-
la su expresion, de forma tal que esta relaciéon
puede facilitar las infecciones por microrganis-
mos (15,16). Varios autores han demostrado la
participacién de proteinas y otros componentes
de la saliva en la respuesta inmunosupresora lo-
cal y alérgica del hospedero (17-21).

Los vertebrados han desarrollado mecanismos
inmunolégicos, inflamatorios y de hemostasis para
contrarrestar el daio producido por la picadura
de los insectos hematéfagos. La hemostasis es
una respuesta fisiolégica compleja que consta
de varios procesos como la agregacion
plaquetaria, la coagulacién sanguinea y
vasoconstriccion, todos los cuales contribuyen a
disminuir la pérdida de sangre ocasionada por el
deterioro de un vaso sanguineo. La inflamacién
es una respuesta del hospedero a un daio tisular,

caracterizada por dolor y vasodilatacién local, lo
que conlleva al enrojecimiento y aumento de tem-
peratura en la zona afectada; adicionalmente, la
exposicion de determinantes antigénicos en este
contexto inflamatorio, activa el sistema inmune
del hospedero para que reaccione contra estos
estimulos (22).

A su vez a lo largo de su historia evolutiva, los
insectos hematéfagos han desarrollado sistemas
para evadir todos estos mecanismos, principal-
mente a través de proteinas presentes en la sa-
liva que incluyen factores anticoagulantes,
antiplaquetarios, vasodilatadores, antiinflama-
torios e inmunosupresores compuestos por mo-
léculas bioactivas que son inoculadas en la piel
del hospedero durante la picadura (7).

Por varias décadas se han descrito las propie-
dades de la saliva de los mosquitos que contri-
buyen a evitar la agregacion de plaquetas y pre-
venir la hemostasis del hospedero (11). Las fun-
ciones antihemostdticas e inmunomoduladoras
también se piensa que pueden tener algin papel
que favorezca la transmisién de los microorga-
nismos que son portados por aquellas especies
vectoras (23,24).

Adicionalmente a los factores descritos ante-
riormente, la saliva de los mosquitos ha sido iden-
tificada como fuente de toxinas, inmundgenos y
alergenos que son reconocidos por el sistema
inmune de los vertebrados. Las reacciones
alérgicas a la saliva son consideradas como fun-
ciones del hospedero que disminuyen el éxito de
la alimentacién de los artrépodos hematéfagos.
Debido a que la saliva parece tener efectos
alérgicos contraproducentes para estos insec-
tos, se ha postulado que las moléculas
involucradas podrian representar vestigios de
aquellas presentes en la saliva de ancestros
fitéfagos (11). Las reacciones del hospedero a
los componentes de la saliva de los mosquitos
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varfan desde la aparicién de pequefias papulas
hasta el shock anafildctico en casos muy espo-
radicos, pasando por diversos estados infla-
matorios y grados de prurito, dependiendo de la
especie de mosquito (25).

Inmunologia de la reaccion a la
picadura de los mosquitos

La fisiopatologia de la respuesta inmune a la pi-
cadura de mosquitos es compleja e involucra
diferentes factores que incluyen susceptibilidad
genética, ruta de exposicion, dosis de alergenos
y en algunos casos su estructura (26). La sensi-
bilizacién a los alergenos resulta en la produc-
cion de citocinas Th, como la IL-4 e IL-13 que
genera la produccién de IgE por los linfocitos B.
La IgE sensibiliza los mastocitos y baséfilos que
se unen al receptor de alta afinidad para la IgE
(FceRI) expresado en su superficie, lo que in-
duce su degranulacién y la liberacion de aminas
vasoactivas (principalmente histamina), media-
dores lipidicos como prostaglandinas y
leucotrienos, citocinas y quimoquinas caracte-
risticas de la fase inmediata de la reaccion
alérgica.

Después de la fase de sensibilizacion, la infla-
macion alérgica se puede ver no solo en el 6rga-
no blanco sino que se puede convertir en anafi-
laxis sistémica (27,28). En individuos sensibili-
zados, la tolerancia de células T representa el
mecanismo clave en la respuesta inmune salu-
dable a los alergenos.

Normalmente, hay cinco etapas en el curso de
lareaccidn a la picadura de los mosquitos. Cua-
tro de estas etapas las describié Mellanby (29),
expuso 25 individuos a la picadura de Aedes
aegypti. Cuando se expusieron por primera vez
la respuesta cutdnea se redujo a un punto rojo de
Imm de didmetro en el sitio de la picadura, sin
comezon. Luego de 24 a 48 horas se present6
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Tabla 1. Clasificacion de las reacciones ante las

picaduras de los mosquitos

Estadio  Reacciéon inmediata Reaccion tardia
I ; ;
II - +
I + +
v + -
V4 _ _

una reaccion tardia caracterizada por la apari-
cion de una mancha roja de 3 cm. de didmetro
que rodeaba el sitio de la picadura, cuyo centro
se transformo posteriormente en una roncha di-
minuta. Esta condicién perduré varios dias y al-
gunas veces mostrd fluctuaciones en los didme-
tros de la roncha y la mancha. Al cabo de un
mes de exposicidn continua, se presentaba una
reaccién inmediata justo después de la picadu-
ra, que se manifesté como una roncha rodeada
de un drea eritematosa.

Luego de exposiciones adicionales, la reaccién
inmediata permanecia sin cambios pero la reac-
cion tardia perdia severidad gradualmente. La
quinta etapa, se caracteriza por la desaparicioén
de las reacciones inmediatas y tardias y es co-
nocida como desensibilizacién (30). A partir de
los estudios de Mellanby y otros investigadores
como Heilesen se hizo una clasificacion de las
reacciones ante las picaduras de los mosquitos,
que atin hoy tiene validez (Tabla 1).

La alergia a la picadura de los insectos se defi-
ne como reaccion tipo I inmediata o retardada
mediada por anticuerpos IgE y se desencadena
por la inoculacién de un alergeno en la picadura
y las sustancias vasoactivas y enzimas son los
posibles agentes de hipersensibilizacion (31). La
reaccion clinica puede ser del tipo tuberculina,
urticaria o eczematoide. Estas reacciones han
sido replicadas mediante el empleo de parches
y pruebas intradérmicas en extractos acuosos
crudos de mosquitos.
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Las reacciones a la inoculacién de fluidos
salivares pueden ser inmediatas, con la apari-
cién de ronchas acompaiiadas de eritema y pru-
rito a los pocos minutos, o tardias que aparecen
algunas horas después y se caracterizan por le-
siones papulares, asociadas frecuentemente con
edema y prurito que persisten por varias horas
(29). También se pueden producir reacciones
como urticaria y angioedema, sintomas menos
definidos como nduseas, dolor de cabeza y le-
targo (32).

Los hallazgos caracteristicos son eritema locali-
zado, calor, prurito y dolor (29). En personas sin
sensibilizacion previa, las reacciones pueden ser
leves o severas, se pueden desencadenar res-
puestas de tipo I (hipersensibilidad inmediata
dependiente de IgE) y de tipo IV (hipersensibili-
dad retardada mediada por células); los
mastocitos son los mediadores principales de la
respuesta y han sido relacionados con procesos
de modulacién de la respuesta inmune. Los fac-
tores liberados por estas células son los respon-
sables de la formacién de pépulas, la sensaciéon
de quemadura, el edema y el prurito luego de
una picadura. Estas reacciones indican la natu-
raleza alergénica de algunas moléculas presen-
tes en la saliva.

Los casos de hipersensibilidad retardada exa-
gerada a la picadura de los mosquitos son esca-
sos en personas adultas; sin embargo, en pa-
cientes con patologias crénicas basales se pue-
den producir este tipo de reacciones, caracteri-
zadas por el desarrollo lento de las lesiones (en-
tre 12 y 24 horas posteriores a la exposicion),
induracién, edema, eritema, prurito intenso y le-
siones mds graves (33). Ocasionalmente se pue-
de desarrollar una reaccién complicada, pero un
alto porcentaje de estos pacientes tienen una
historia familiar de alergias (29,31). En muy po-
cas ocasiones, se reportan casos de shock
anafilactico producido por la picadura de los

mosquitos (34,35). La severidad de la reaccién
depende de la sensibilidad personal y la grave-
dad de las reacciones locales estd vinculada al
rascado y al nimero de picaduras (31).

De acuerdo con algunos estudios realizados en
ratones, la picadura de A. stephensi induce la
degranulacién de los mastocitos dérmicos, con-
duciendo a la extravasacién de los fluidos y el
reclutamiento de neutréfilos. Luego de la acti-
vacién de los macréfagos, se produce una
hiperplasia de los nédulos linfdticos debido a la
acumulacién de leucocitos CD3*, B220* y
CD1l1c*. Estos hechos conllevan al enriqueci-
miento de los nédulos con linfocitos T y com-
prueban que los mastocitos periféricos juegan
un papel importante en el reclutamiento de cé-
lulas efectoras y por ende, en la activacion sub-
secuente de la respuesta humoral; la
degranulacién de los mastocitos se produjo de
manera independiente de IgE. La activacién
de los mastocitos conducen a la liberacién de
varios mediadores tales como histamina, FNT-
oy eicosanoides (36).

Estudios posteriores utilizando el mismo modelo
animal, demostraron que la inflamacién media-
da por mastocitos regula la magnitud de la res-
puesta inmune especifica contra los antigenos
de la saliva de los mosquitos, por medio del au-
mento en la produccién de MIP-2 e IL-10 (37).
Por otra parte, ratones expuestos a multiples pi-
caduras de An. stephensi producian mayores
niveles de IFN-y (respuesta T, ) y menores ni-
veles de IL-4 (respuesta T, ,) que los controles;
la reaccién no fue solamente local sino que se
detectaron niveles elevados de esta citocina a
nivel del higado y el suero (38). Sin embargo,
cuando se observo la produccién de citocinas
en esplenocitos, se detecté que el IFN-y se re-
dujo hasta el séptimo dia luego de la exposicién
a las picaduras, mientras que la IL-4 y la IL-10
aumentaban durante el mismo periodo (39).
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Se ha descrito que en la saliva de los mosquitos
existe una sustancia que inhibe la produccién de
FNT-q, liberado por los mastocitos (40); por otra
parte, también se ha registrado una actividad
inmunomodulatoria en lisados de glandulas
salivares de Ae. aegypti, que se caracteriza por
suprimir in vitro, la produccion de IFNy e IL-2
y la inhibicién de la proliferacion de células T
dependientes de esta (41).

Se han hallado anticuerpos IgG especificos con-
tra proteinas de mosquitos en sueros humanos
pero su papel en el desarrollo de sensibilidad no
se ha aclarado (32). Se ha establecido que las
respuestas IgG e IgE especificas corren parale-
las a las reacciones cutaneas en humanos, de
manera que la IgG puede estar involucrada en
el desarrollo de la alergia a la picadura de los
mosquitos (42). Sin embargo, en ensayos con
conejos la IgG especifica parece actuar como
un anticuerpo bloqueador y se correlaciona con
el desarrollo de la desensibilizacion.

LaIgG especifica antimosquito ha sido identifi-
cada en el suero humano utilizando la prueba de
ELISA vy otras pruebas inmunohistoquimicas;
estos anticuerpos son principalmente de las
subclases IgG, e IgG,. Investigaciones previas
hallaron niveles mds altos de IgG especifica en
adultos que en nifos y los niveles mayores en
trabajadores forestales, sugiriendo que esta cla-
se de anticuerpos se relaciona con la exposicion
a las picaduras (Ailus et. al, 1985) (43). Otros
investigadores hallaron niveles de IgG que se
incrementan hasta los dos afios y luego se
estabilizan (Konishi, 1990) (44).

Los resultados de Peng et al (19) revelan que
no solamente se incrementa la IgE especifica
en sujetos con reacciones cutdneas, sino que
también lo hace la IgG. Wilson y Clements (en
32), relacionaron la presencia de anticuerpos
precipitantes en el suero humano con el desa-
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rrollo de reacciones cutdneas, mientras que otros
hallaron que sujetos con una exposicidn extensa
a las picaduras tienen poco o ningun nivel
detectable de IgG especifico. Sin embargo, es
importante destacar que este tipo de anticuerpos
especificos contra los componentes antigénicos
de la saliva de las especies de mosquitos de una
regién son encontrados frecuentemente en la
poblacién expuesta Por otro lado, se ha demos-
trado la reactividad cruzada entre especies de
mosquitos en sueros de pacientes alérgicos a la
picadura (45).

Se ha planteado también el uso potencial de las
respuestas inmunes a la saliva de los mosquitos
como un método indirecto para medir la exposi-
cion a las picaduras de especies vectoras; en un
estudio de esta clase, se evalué mediante
inmunoblot la respuesta IgG en niflos expuestos
a la picadura de An. gambiae en una zona en-
démica para malaria; en este estudio se identifi-
caron anticuerpos especificos contra varias ban-
das, principalmente la de 72 y 175 kDa. La res-
puesta contra la banda de 175 kDa era mds fuer-
te durante el periodo de transmision maxima de
malaria (46).

Se ha sugerido que puede existir hipersensibili-
dad a la picadura de los mosquitos mediada por
células T, de manera similar a lo que ocurre con
la alergia a las abejas, avispas y hormigas; se ha
logrado la transferencia de reacciones cutdneas
tardias al introducir células del bazo de animales
sensibilizados en conejillos de Indias; por otra
parte, estudios de proliferacién de linfocitos in-
cubados con extractos de mosquitos muestran
correlacion con las reacciones tardias; estos re-
sultados sugieren que existe hipersensibilidad del
tipo IV en la alergia a la picadura de los mosqui-
tos (32,47,48).

Las complicaciones debidas a la picadura se

asocian a factores de riesgo como
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Figura 1. Comparacion de la respuesta inmune de conejos a la inoculacion de extractos de cabeza-torax (izquier-

da) y torax (derecha) de mosquitos hembra Culex quinquefasciatus por medio de la técnica de inmunodifusion.

Los niimeros indican la dilucion de suero del conejo que se puso a reaccionar con el extracto indicado. El suero

puro se indica como P. Las gldndulas salivales se encuentran en el térax.

inmunodeficiencia, y la no exposicién previa a
las picaduras de una especie determinada. En
algunas poblaciones de ascendencia asidtica se
han descrito reacciones necréticas en la piel,
asociadas a un sindrome hemofagocitico. La
presentacion clinica de este sindrome se rela-
ciona con la presencia de leucemia de células
NK (Natural killer), cuando las células estan in-
fectadas con el virus de Epstein-Barr (49).

Moléculas involucradas en las
reacciones inmunes a la picadura de
los mosquitos

Por lo general, el descubrimiento de las protei-
nas salivares de interés se inicia con la identifi-
cacion de los componentes activos de la saliva
en los extractos de glandulas salivares, para fi-
nalmente obtener la secuencia genética y la es-
tructura primaria de la proteina de interés (50).
Frecuentemente, se utilizan modelos animales
para establecer las propiedades antigénicas de
los extractos de mosquitos (Figura 1) (51). Sin
embargo la produccion de extractos de glandu-
las salivares es un proceso laborioso y el volu-
men obtenido es escaso, por lo que se han utili-

zado extractos de cuerpo entero de los mosqui-
tos en los estudios de caracterizacion de
antigenos y de la respuesta inmune. La identifi-
cacién y caracterizacion de los antigenos de los
mosquitos, especialmente aquellos compartidos
por varias especies, pueden ser utilizadas en
estudios relacionados con el diagndstico e
inmunoterapia de la alergia a la picadura de es-
tos insectos.

La alergia a la picadura de mosquitos es un pro-
blema comun y generalizado en todo el mundo
para el que no hay un tratamiento efectivo
estandar. La inmunoterapia con extractos de
mosquito no es de uso generalizado, puesto que
los extractos disponibles comercialmente para
realizarla no han sido caracterizados segin su
composicién proteica, antigénica y actividad bio-
l6gica (25,32).

La comparacion de perfiles electroforéticos de
12 especies de mosquitos (Aedes aegypti, Ae.
albopictus, Ae. communis, Ae. punctor, Ae.
togoi, Anopheles darlingi, An. gambiae, An.
stephensi, Culex molestus, Cx. pipiens, Cx.
quequectates y Cx- quinquefasciatus), mos-
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tr6 que las bandas halladas con mayor frecuen-
cia son las de 16, 27, 64, 65 kDa (60% de las
especies) y 66 kDa (70%); lo que puede indicar
un alto grado de conservacion de estas protei-
nas dentro de la familia Culicidae.

En cuanto a las bandas de pesos moleculares
bajos (10-15 kDa), son mds comunes en los re-
presentantes del género Culex; mientras que el
rango de 65-70 kDa es compartido por los gé-
neros Culex, Aedesy Anopheles. Algunas de
las bandas que aparecen en el perfil
electroforético de la saliva de una especie de-
terminada, no aparecen en el perfil obtenido a
partir de los extractos de glandulas salivares.

Tales proteinas pueden provenir del intercambio
activo que ocurre entre la hemolinfa y la saliva
en el estilete del mosquito, por lo cual no se pro-
ducen ni almacenan en las gldndulas salivales
(Shroek, en 52). Se han aislado y caracterizado
bioquimicamente varias proteinas a partir de las
glandulas salivares de varias especies de mos-
quitos y que al parecer estdn involucradas en la
hematofagia, tales como la apirasa y muchos de
los antigenos compartidos entre diferentes es-
pecies de mosquitos reconocidos por anticuerpos
IgE e IgG especificos contra la saliva de estos
insectos. Desde el punto de vista de su
antigenicidad, los géneros Aedes, Culex y
Culiseta, comparten un 23% de antigenos
salivares, lo que indica que sus mecanismos
bioquimicos de hematofagia podrian ser simila-
res, y por tanto, producir respuestas antigénicas
similares en los hospederos vertebrados (51).

Los sialotranscriptomas de An. darlingi (espe-
cie del Nuevo Mundo) y An. gambiae (especie
del Viejo Mundo), muestran que el 53% de las
proteinas salivares son diferentes y algunas de
las proteinas de An. darlingi estdn mas relacio-
nadas con las proteinas propias de las especies
de la subfamilia Culicinae aunque se presentan
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siete proteinas que se han encontrado solamen-
te en el género Anopheles de Africa, A. gambie,
de América, A. darlingi, como la antitrombina
llamada anofelina (53). Otro aspecto importan-
te de los trabajos de descripcién de sialomas es
la posibilidad de complementar estudios sobre la
evolucion de las moléculas presentes durante la
hematofagia.

Pero también se ha informado reactividad cru-
zada entre diferentes especies de mosquitos,
porque comparten antigenos lo cual se ha logra-
do evidenciar en estudios protedmicos y
bioinformadticos; sin embargo, siempre se pre-
sentan antigenos especificos de cada mosquito
(20,54). Estos tltimos autores registran que las
reacciones de inflamacion inmediata y reaccién
retardada a la picadura de Cx. quinquefasciatus
muestran una correlacion estadisticamente sig-
nificativa con las desarrolladas por la picadura
de Ae. vexans; sin embargo, las reacciones
mediadas por IgE son similares entre estas dos
especies y también con Ae. aegypti.

Es claro que la desensibilizacion natural o las
reacciones alérgicas a la picadura son genera-
das por proteinas presentes en la saliva de los
mosquitos; se han identificado més de 30 protei-
nas en la saliva de Ae. aegypti (55,56) y otras
especies de mosquitos de las cuales, varias son
inmunogénicas para diferentes modelos anima-
les y seres humanos (42,48,51,55) y muestran
alto grado de conservacion en diferentes pobla-
ciones (56). Gracias a la secuenciacién del
genoma de algunas especies de mosquitos y a la
aplicacion de técnicas de bioinformética, biolo-
gia molecular y protedmica, se ha logrado la
identificacion de un nimero mucho mayor de
proteinas putativas en las glandulas salivares
(maés de 136 secuencias que codifican para pro-
teinas secretadas), entre las secuencias identi-
ficadas, se encuentran algunas especificas de
las gldndulas salivares de hembras pero que no
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se conoce su funcién especifica (57). Los ana-
lisis de expresion indican que alrededor del 90%
de los genes de las glandulas salivares de Ae.
aegypti no cambian o disminuyen su nivel de
expresion luego de la ingestion de sangre (58).

A continuacion se describen algunas moléculas
que han sido caracterizadas, no solamente a ni-
vel bioinformatico, sino también en ensayos in
Vitro o in vivo.

Enzima nucleotidasas

Apirasa: inhibe la agregacion de plaquetas al
hidrolizar el ADP y ATP este sirve como una se-
fial para la activacién de los neutréfilos. De acuer-
do con algunos estudios, las especies de mosqui-
tos que son vectoras de pardsitos o virus poseen
mayor actividad de esta enzima en su saliva que
las especies cercanas no vectoras (15); sin em-
bargo, este no es un comportamiento universal
para todas los géneros y especies (59).

Deaminasa de adenosina: se ha detectado activi-
dad de esta enzima en la saliva de Cx.
quinquefasciatus y Ae. aegypti, pero no en An.
gambiae. Se cree que sus funciones en Ae.
aegypti son remover la adenosina, (molécula
asociada a la sensacion de dolor), la induccidn
de la degranulacién de mastocitos, y la produc-
cién de inosina, (molécula que inhibe la produc-
cién de citocinas inflamatorias) (60).

Fosfolipasa C: se ha descrito la actividad en la
saliva de Cx. quinquefasciatus, y tiene accion
especifica contra el factor activador de
plaquetas (FAP) (61).

Proteinas salivares de la familia D7
El primer gen D7 fue identificado en Ae.

aegypti, y a partir de entonces, se han encon-
trado variables de este gen en casi todos los

sialotranscriptomas de las especies de mosqui-
tos estudiadas (55). Su expresion se da primor-
dialmente en glandulas salivares de las hem-
bras (57). Se ha demostrado que algunas pro-
teinas de esta familia se unen e inhiben la ac-
cién de aminas biogénicas como la serotonina,
histamina y norepinefrina, funcién que podria
ser de utilidad durante la hematofagia (62).

Se ha postulado que el papel principal de las
proteinas de la familia D7 es el secuestro de la
serotonina liberada por los trombocitos en el
sitio de la picadura, lo cual requiere que esta
familia sea un componente mayor de la saliva
(55).

Probablemente, la aparicién de nuevas protei-
nas que previenen la agregacion de plaquetas
en el transcurso de la evolucién, permitieron la
diversificaciéon de funciones de las proteinas
D7, como en el caso de los anofelinos, en los
cuales, se han identificado proteinas D7 con la
capacidad de unirse a aminas diferentes o con
funcién anti-bradiquinina (57,63,64). La
hamadarina, es una proteina de esta familia,
que ha sido identificada en An. stephensi (64).

Inhibidores de proteasas

En la saliva de Ae. aegypti, se han encontrado
serpinas, una de las cuales participa en la inhi-
bicién del factor Xa de la cascada de coagula-
cién (65,66) estas serpinas se expresan princi-
palmente en gldndulas salivares de hembras
(57).

A nivel de secuencias genéticas, en Ae. aegypti
se han descubierto homologos de péptidos con
el dominio Kazal descritos previamente para
Ae. albopictus y que inhiben la trombina; es-
tas secuencias se distribuyen en todos los teji-
dos de los mosquitos y pueden tener funciones
housekeeping (57).
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Vasodilatadores

Sialoquinina: es una proteina presente
especificamente en las glandulas salivares de
las hembras; es un vasodilatador dependiente
de endotelio, se caracteriz6 en Ae. aegypti (23,
67,68).

Diagndstico y tratamiento

La mayorfa de picaduras de mosquitos son in-
doloras (48), pero entre 0,2 — 2,5% de las perso-
nas pueden hacer alguna reaccién moderada
(69). En personas sensibilizadas con produccién
de niveles elevados de IgE e IgG especificos
contra proteinas salivares de diferentes espe-
cies de mosquitos, se ha demostrado la
desensibilizacién luego de la exposicidn conti-
nua a las picaduras (42).

Del mismo modo, la desensibilizacion natural
puede producirse en la nifiez o en la adolescen-
cia; sin embargo, debido en parte a la escasez
de preparaciones salivares de mosquito, las re-
acciones alérgicas a las picaduras no son diag-
nosticadas con frecuencia (48). Se han desa-
rrollado inmunoensayos para medir anticuerpos
IgE antimosquito en personas alérgicas y se ha
demostrado que el ELISA de captura que usa
como antigeno la saliva de los mosquitos es mds
especifico y sensible que el que utiliza extracto
de cuerpo entero para detectar pacientes con
reacciones de hipersensibilidad local o severa;
sin embargo, la médxima sensibilidad alcanzada
en el ensayo fue del 56% (25).

A pesar que la anafilaxis producida por las pica-
duras de mosquitos puede ser mds frecuente de
lo que se puede deducir a partir de los reportes
bibliograficos, no existen estudios que definan la
prevalencia de esta condicién en el mundo; de
igual forma, se desconoce el posible papel de
este tipo de anafilaxis como causa de muerte
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subita o de anafilaxis idiopdtica. Debido a que la
presencia de IgE no es especifica de la anafi-
laxis, no existen pruebas de tamizaje para de-
tectar la hipersensibilidad a la saliva de los mos-
quitos; el dnico test es el de exponer al paciente
a la picadura de los insectos (49).

De acuerdo con los reportes bibliogréficos, se
han tratado pacientes con extractos de cuerpo
entero de mosquitos para la hipersensibilidad a
la picadura, principalmente para reacciones que
no son de naturaleza anafilactica (35,49,70-72).
Una de las complicaciones puede ser la anafi-
laxis asociada a pruebas cutdneas que puede
ocurrir incluso con extractos de cuerpo entero a
muy bajas concentraciones (entre 1:1000 y
1:10000 por volumen); sin embargo, la mayoria
de reportes son favorables al uso de este siste-
ma para tratar la hipersensibilidad; aunque no
se descartan las complicaciones causadas por
el uso de extractos sin caracterizar (35).

A pesar de los resultados obtenidos con la
inmunoterapia, no estd claro si la desensi-
bilizacién se logra por el tratamiento o simple-
mente se trata de la evolucién natural de la con-
dicidn, ya que la hipersensibilidad a la picadura
generalmente decrece en reactividad con el paso
del tiempo (49).

En la actualidad se dispone comercialmente de
extractos de cuerpo entero para algunas espe-
cies de los géneros Aedes y Culex; sin embar-
g0, no estdn completamente caracterizados y
estandarizados, por lo tanto, varfan tanto en ca-
lidad como en actividad bioldgica y algunos de
ellos carecen de proteinas salivares; por el con-
trario, estos extractos contienen proteinas que
no estan presentes en la saliva de los mosquitos
y pueden causar efectos adversos (73).

Como la obtencion de saliva de los mosquitos es
un proceso dificil y de poco rendimiento, en los
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ultimos afios se han utilizado métodos
moleculares para producir alergenos puros, que
han facilitado la investigacién en el campo de la
alergia a la picadura de los mosquitos y que en
un futuro posiblemente servirdn para desarro-
llar técnicas diagndsticas y de tratamiento
estandarizadas y eficaces.

Los mayores avances al respecto se han dado
con la saliva de Ae. aegypti, especie para la
cual se han obtenido cuatro proteinas recom-
binantes (rAed a 1, 2, 3 y 4), entre las cuales se
encuentran una apirasa de 68 kDa y una alfa-
glucosidasa de 67kDa (73-76). Estos alergenos
recombinantes se han utilizado en estudios
seroldgicos en los cuales se ha demostrado que
los niveles de IgG e IgE especificas son mayo-
res en individuos alérgicos (77).

Se ha evaluado el uso de rAedl como método
diagndstico con sujetos alérgicos a la picadura
de Ae. aegypti,
epicutdneas entre el antigeno recombinante y
un extracto comercial de cuerpo entero del in-
secto, se observo que la antigenicidad y la acti-
vidad bioldgica del alergeno recombinante es si-
milar a la de los extractos y presenta mayor es-
pecificidad; estos resultados son alentadores en
la busqueda de un método diagndstico para la
alergia a la picadura por Ae. aegypti (73).

comparando pruebas

Se han logrado adelantos con los alergenos Der-
p 1y Der-f 1, que muestran actividad proteolitica
que les permite penetrar la mucosa; por ser pro-
tefnas recombinantes, se supera el inconvenien-
te de la diferencia en calidad y cantidad de
alergeno que dan los extractos naturales; pero
pueden tener sustancias indefinidas, baja canti-
dad de alergenos o inducir nuevas reacciones
alérgicas, entre otros inconvenientes (78).

A pesar de los avances, atin no se ha avalado el
uso de inmunoterapia basada en extractos de

proteinas recombinantes, el primer tipo basado
en alergeno silvestre y el segundo tipo en
alergenos recombinantes que exhiben menor
actividad alergénica que la proteina silvestre o
alergenos hibridos (79).

Para que sea posible el uso de cualquiera de
estas moléculas a nivel diagndstico y clinico, se
debe tener en cuenta que el producto esté cons-
tituido por sustancias bien estandarizadas, debe
inducir tolerancia en células T efectoras especi-
ficas para el alergeno, suprimir la produccién de
IgE y promover la produccién de anticuerpos
IgG4 o IgA. Ademads, no puede producir efec-
tos secundarios severos y debe ser bien tolera-
do y facilmente administrado. Por otra parte, el
tratamiento debe alcanzar éxito clinico y pro-
teccidn a largo plazo en un tiempo corto y usan-
do dosis pequeias. Adicionalmente, se deben
tener en cuenta los marcadores bioldgicos e
inmunolégicos para evaluar el éxito clinico an-
tes que sean identificables en el curso del trata-
miento (80).

Discusion y conclusiones

Aunque se han publicado articulos que descri-
ben los sialotranscriptomas de varios insectos
hemato6fagos, incluyendo los Culicidos, atin no
se ha realizado la caracterizacién de los
transcriptos en términos de la alergenicidad de
sus productos. Entre otros aspectos, se debe
estudiar la posibilidad de que la expresion de los
transcriptos varie con la edad fisiolégica de las
hembras o segun la preferencia alimentaria de
las especies en estudio. Por ejemplo, es posible
que la expresion de proteinas sea diferente en
especies de mosquitos cuya alimentacién sea
marcadamente antropofilica en comparacién con
especies preferentemente ornitofilicas o aque-
llas que se alimentan de fuentes sanguineas di-
versas. Estas diferencias podrian ser el reflejo
de mecanismos moleculares distintos que pue-
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den ser rastreados a nivel intra e interespecifico
mediante el uso de técnicas de biologia celular y
molecular.

La secuenciacidon de genomas de varias espe-
cies de insectos hemat6fagos como Ae. aegypti,
An. darlingi, An. gambiae, An. funestus (en
curso), Cx. quinquefasciatus, Glossina
morsitans (en curso), Rhodnius prolixus,
Lutzomyia longipalpis (81) entre otros, ha fa-
cilitado la identificacion de genes especificos de
las gldndulas salivares que regulan de alguna
manera la funcién de la saliva de los mosquitos
durante el proceso de la picadura, pero para
muchas de ellas no se ha estabalecido la accion
que tienen sobre el hospedero vertebrado, ni
capacidad alergénica.

De acuerdo con estudios recientes de deteccion
de productos de transcripcion de Ae. aegypti me-
diante técnicas de hibridizacion in situ y RT-PCR,
se detectd que las regiones proximales de los 16-
bulos laterales de las glandulas salivares tienen
actividad transcripcional y que posiblemente, parte
de la modulacién de la composicion de la saliva
se da a nivel post-transcripcional (82).

Otra variable importante que debe ser tenida en
cuenta en estos estudios es la influencia de las
modificaciones metabdlicas de los insectos
hemato6fagos originadas por diferentes causas,
tales como el desarrollo de la resistencia a los
insecticidas o la infeccién con microrganismos
transmitidos por vectores en el desarrollo de las
reacciones alérgicas en el momento de la pica-
dura. Puede suceder que la reaccion alérgica se
vea favorecida o inhibida por la presencia del
agente infeccioso en las glandulas salivares o,
desde otro punto de vista, las reacciones
inmunoldgicas producidas en la piel del hospe-
dero en el momento de la picadura pueden faci-
litar o impedir la entrada y supervivencia del
mismo en el hospedero.

Moncada Ll y cols.

Por lo tanto, en este campo se abre una vasta
posibilidad de estudios con el objetivo de identi-
ficar las moléculas implicadas en estos proce-
sos e identificar las posibles reacciones cruza-
das que puedan interferir con el desarrollo de
técnicas de diagndstico y tratamiento. Una he-
rramienta de biologia molecular que podria te-
ner una amplia aplicacién en este campo es la
del silenciamiento genético por RNA de interfe-
rencia (RNAI).

Actualmente, se adelantan varios estudios que
utilizan esta técnica para bloquear el desarrollo
de agentes patégenos en el interior de sus
vectores y con el objetivo de modificar
genéticamente estos vectores para hacerlos re-
fractarios o resistentes a la infeccién (83). Uti-
lizando la técnica de RNAi serfa posible carac-
terizar funcionalmente genes especificos de las
glandulas salivares que afecten la composicién
de la saliva y por lo tanto, seria posible evaluar
in vivo el efecto de la ausencia del producto
génico especifico sobre el desarrollo de la res-
puesta alérgica en el hospedero.

De este modo, seria posible el desarrollo de te-
rapias de desensibilizacion utilizando moléculas
sintéticas especificas, con lo que aumenta la
eficacia del tratamiento y disminuye los efectos
adversos producidos durante las terapias con ex-
tractos de glandulas salivares.
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