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Resumen

Introduccion: en Colombia existen grupos de investigacion en Leishmaniasis
que han aunado esfiterzos para lograr la identificacion del genoma de
la Leishmania spp. Como profesionales de la salud es una prioridad
conocerlos para entender los mecanismos de resistencia a farmacos.

Meétodos: las bases de datos empleadas para esta busqueda fueron entre
otras: NCBI PubMed, MEDLINE, Science Direct, Nucleic Acids Research
v Molecular and Biochemical Parasitology, publicaciones de la revista
Biomédica y de varias Universidades.

Resultados: existen muchas especies de vectores distribuidos en todo el pais.
Las multiresistencias creadas por Leishmania sp. se basan especialmente
en proteinas de membrana y mutaciones puntuales en el DNA del parasito
Y sus vectores.

Conclusiones: las técnicas de PCR deberian ser implementadas en la
clinica para estudiar resistencias a farmacos. Los protocolos actuales
contra Leishmaniasis no incluyen nuevas alternativas. Los tratamientos
inmunomoduladores son una nueva esperanza para el tratamiento de esta
enfermedad re-emergente.
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MOLECULAR BIOLOGY
LEISHMANIA SPP NEW DRUGS RESISTANCE

Abstract

Introduction: In Colombia there are research groups in Leishmaniasis that have
Jjoined forces to achieve the identification of the genome of Leishmania spp. As
health professionals know this is a priority to understand the mechanisms of drug
resistance.

Methods: The databases used for this search were among others: NCBI PubMed
MEDLINE, Science Direct, Nucleic Acids Research and Biochemical and Molecular
Parasitology, as a publication of the journal Biomedical and several universities.

Results: There are many species and vectors distributed throughout the country.
The multiresistents created by Leishmania spp. rely especially in membrane
proteins and mutations in the DNA of the parasite and their delivery systems.

Conclusions: The PCR techniques should be implemented at the clinic to study
resistance to drugs. The current protocols against Leishmaniasis not include
additional alternatives. The treatments with immunomodulators are the new hope
for treating this re-emerging disease.
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Resumo

Introducdo: Na Colombia existem grupos de pesquisas em Leishmaniasis que tém
somado esforgos para a identificacdo do genoma da Leishmania spp. Como profis-
sionais da saude, é uma prioridade conecé-los para entender os mecanismos de
resisténcia a farmacos.

Meétodos: As bases de dados empregadas para esta busca foram, entre outras:
NCBI PubMed, MEDLINE, Science Direct, Nucleic Acids Research e Molecular
and Biochemical Parasitology, publicagées da revista Biomédica e de varias Uni-
versidades.

Resultados: existem muitas espécies de vetores distribuidos em todo o pais. As
multi-resisténcias criadas por Leishmania sp. baseiam-se especialmente em pro-
teinas de membrana e mutagoes pontuais no DNA do parasita e seus vetores.

Conclusées: As técnicas de PCR deveriam ser implementadas na clinica para
estudar resisténcias a farmacos. Os protocolos atuais contra Leishmaniasis ndo
incluem novas alternativas. Os tratamentos imuno-moduladores sdo uma nova es-
peranca para o tratamento desta enfermidade re-emergente.

Palavras chave: Leishmania spp, resisténcia a farmacos, biologia molecular.
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Introduccion

El término Genomica hace referencia
a la parte de la Genética que trata del
conocimiento total de la secuencia de
bases nitrogenadas (adenina, timina,
guanina, citosina) de su ADN. La
investigacion genomica acorta el camino
hacia la investigacion médica en la
prevencion, diagnostico y tratamiento
de las enfermedades transmisibles,
teniendo un gran impacto en los estudios
epidemioldgicos como base para el disefio
de nuevos mecanismos de atencion de la
salud en las entidades responsables en cada
pais. La disponibilidad de secuencias del
genoma de agentes infecciosos para el ser
humano, ha permitido que enfermedades
como la leishmaniasis puedan ser
estudiadas a fondo para contribuir con la
Salud Publica'.

La investigacion gendmica se basa en
la secuenciacion del ADN, el analisis
de la expresion de los genes, utilizando
la bioinformatica para el manejo e
interpretacion de los resultados. La
genémica se complementa con la
proteomica (estudio de proteinas)
y la metagenémica (estudio de los
metabolitos); el estudio de la interrelacion
entre genes, proteinas y metabolitos
revelaran las categorias funcionales y
estructurales de cualquier sistema viviente.
El conocimiento de patrones particulares
de expresion de genes en patogenos y su
deteccion es 1til para la identificacion
de moléculas blanco susceptibles para el
desarrollo de nuevos antiparasitarios®.

Materiales y métodos

Las bases de datos empleadas para
esta busqueda fueron: NCBI (National

Center for Biotechnology Information),
auspiciado por la U.S National Library
of Medicine y el National Institute of
Health, PubMed, MEDLINE, al igual
que comunicacion verbal con algunos
de los grupos que realizan diagnostico
molecular en los departamento del Tolima
y Risaralda (Colombia).

También se consultaron otras bases
de datos especializadas como Hinari,
Proquest, Science Direct, reportes de
la. OMS (Organizacion Mundial de la
Salud) y algunas revistas indexadas
como el Journal of Biological Chemistry,
Nucleic Acids Research, Molecular and
Biochemical Parasitology, entre otras.

Los criterios de seleccion de articulos
se fundamentaron en los estudios de
Lesihmania sp. para el diagnostico
molecular de la Leishmaniasis, por lo cual
se descartaron las revisiones relacionadas
con aspectos morfologicos, ciclos
reproductivos, manifestaciones clinicas y
tratamientos, empleando los criterios de
busqueda con operadores booleanos con
términos exactos: Leishmania OR genoma,
Multiresistent AND leishmania, genomic
AND Leishmania y Leishmania NOT
case report. De los 63 articulos revisados,
se descartaron 21, correspondientes
a reportes de casos clinicos de afios
anteriores a 1989 y los articulos donde
no se reportaban en la metodologia las
técnicas moleculares para diagnostico y
busqueda de multiresistencias.

Tratamiento farmacolégico
actual contra la leishmaniasis.

Los protocolos de tratamiento autorizados
por las Secretarias de Salud de Colombia,
incluyen en la actualidad como farmacos
de primera eleccion las sales de antimo-
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nio pentavalentes (antimoniato  de
N-metilglucamina), el estibogluconato
de sodio, la Pentamidina y Meglumina
entre otros (ver cuadro). Algunos de estos
farmacos actfian inhibiendo los procesos
bioenergéticos del parasito (glucdlisis y
oxidaciondeacidos grasos), disminuyendo
asi el ATP y el ADP necesarios para el
metabolismo, crecimiento y proliferacion
de los mismos. Otros como la
pentamidina, aunque no se conoce con
exactitud el mecanismo de accion, actian
sobre el DNA; sin embargo, muchos
pacientes que no responden al tratamiento
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con antimoniales se han reportado en las
tltimas décadas***. Trabajos publicados
por los grupos de investigacion en
Leishmania de mayor trayectoria en el
pais, indican que en Colombia existen
mas de 130 especies del vector de la
Leishmania spp. (Lutzomia) y alrededor
de 33 especies de Leishmania como: L
gomezi, L panamiensis, L. Brasiliensis, L
chagasi, L mexicana,L. Quasitownsendi,
L youngi, L. Colombiana, L. Torvida,
estan siendo estudiados molecularmente
y de algunos se ha logrado identificar
plenamente su genoma®’$,

Cuadro 1. Tipo de Leishmaniasis

T1po de

. . Estatus de la droga
Leishmaniasis u &

Drogas

Visceral

Ensayos clinicos

Cutanea

Ensayos clinicos

Drogas de primera eleccion

Drogas de primera eleccion

Estibogluconato de Sodio (Pentostam)
Antimoniato de Meglumina (Glucantime)
Anfotericina B (Fungisone)

Anfotericina B liposomal (AmBisome)
Pentamidina

Miltefosina (oral, Fase IV)
Paromomicina (Fase I1I)
Sitamaquina (oral, Fase II)

Otras formulaciones de anfotericina

Estibogluconato de Sodio (Pentostam)
Antimoniato de Meglumina (Glucantime)
Anfotericina B (Fungisone)

Pentamidina

Paromomicina (Formulaciones topicas
con cloruro de metilbencetonio o urea)

Miltefosina (oral, Fase I1I; registrada en
Colombia en el 2005)

Paromomicina (formulaciones topicas con
gentamicina y surfactantes, Fase 1)
Imiquimod (Inmunomodulador tépico,
Fase II) Azoles Antifuingicos (Ketoconazo
Fluconazol, Itraconazol)

Medicamentos actualmente utilizados para el tratamiento de la Leishmaniasis (administracion parenteral)

Fuente: Croft, S. L., Sundar, S. and Fairlamb, A. H. Drug resistance in Leishmaniasis. Clin. Microbiol. Rev. 19: 111-126. 2006.
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Debido a las multiresistencias a los
farmacos y a los efectos adversos de los
antimoniales como dolor abdominal,
nauseas, vomitos, cefalea, debilidad,
mialgias, artralgias y exantemas'’,
nuevos farmacos se estan empleando
para la Leishmaniasis visceral, como la
miltefosina (hexadecilfosfocolina), un
analogo de los fosfolipidos de lamembrana
celular del parasito frente al cual la
leishmania spp. ha creado resistencia.
Se cree que dicha resistencia puede
producirse por la mutacion de un posible
transportador (LdMT) de fosfolipidos,
en la membrana plasmatica de las
Leishmanias'’. Algunas alternativas de
tratamiento farmacologico corresponden
a la sitamaquina y la paramomicina’.

Estudios moleculares de los genes de la
Leishmania spp. como nuevos blancos
de terapéutica, estudiando el genoma de
la Leishmania spp, han permitido aclarar
los mecanismos de resistencia a diferentes
drogas'>'*4, Uno de los avances mas
representativos ha sido la ubicacion de
una region de 40 kb en el ADN gendmico.
En esta region ha sido posible identificar
los genes que confieren resistencia al
arsénico y a los antimoniales'>'®.

Se ha podido observar que la resistencia
a los antimoniales y a los arsenicales
en Leishmania spp. es multifactorial,
debido a sistemas como la proteina,
PgpA, un transportador localizado en la
membrana de las vesiculas intracelulares,
que confiere resistencia por secuestro
de grupos moleculares conjugados
como el metaltripanotion y un sistema
diferente a la PgpA que permite la salida
de metales conjugados con tripanotion
y las enzimas implicadas en su sintesis
(a-glutamilcisteina sintetasa y ornitina
decarboxilasa)'”'®.

Algunos fenotipos de parasitos que han
presentado resistencia a los metales se
presentan por mutaciones puntuales del
genoma, que conllevan a una pérdida
o ganancia de funcion metabolica. La
pteridin reductasa (PTR1), responsable
de la resistencia al metotrexato (MTX)
en Leishmania spp., incrementa el nivel
de folatos reducidos a través de una via
alterna, la cual compensa la inhibicion
de una enzima conocida como Sintetasa
dihidrofolatotimidilato-reductasa(DHFR-
TS). La actividad PTR1 es esencial para
la supervivencia de los parasitos in vitro
en medios de cultivo definidos, pero no
in vivo, debido que el parasito puede
obtener pteridinas reducidas las cuales
son sintetizadas de novo por el hospedero
mamifero (18 ). Muchas de las enzimas del
parasito son potencialmente susceptibles a
inhibidores previamente desarrollados en
otros sistemas, lo cual puede ser favorable
para su identificacion como blancos a
través de la seleccion por drogas'.

Los estudios conducen a la identificacion
de genes esenciales cuya pérdida no es
tolerable por el organismo y por ello, son
blancos potenciales para el desarrollo de
agentes anti- Leishmania'®*, Por ejemplo,
la eliminacion de N-miristoiltransferasa
(NMT) en L. major produjo parasitos
no viables. La eliminacion de genes
que codifican proteinas que se expresan
constitutivamente en todos los estadios
del parasito podrian ser blanco apropiado
para el desarrollo de agentes anti-
Leishmania. La eliminacion de genes
esenciales puede producir organismos
auxotrofos (organismo que ha mutado
o ha perdido la habilidad de sintetizar
sustancias requeridas para su crecimiento
y metabolismo) que requieran factores
especificos de crecimiento, por ejemplo
la eliminacion de los genes de enzimas
clave en la sintesis de poliaminas, como
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la espermidina sintasa (SPDSYN) vy
la ornitina decarboxilasa (ODC), que
producen promastigotes auxoétrofos para
poliaminas, los cuales deben importar
espermidina exdgena para sobrevivir.
Ademas el nivel de tripanotion, tiol
unico en tripanosomatidos que contiene
espermidina componente principal de
la defensa antioxidante, también se
reduce. Asi, estas enzimas esenciales son
blancos prometedores para la validacion
terapéutica® ¥,

También se requiere conocer la
estructura gendmica del pardsito para
disefiar nuevos tratamientos empleando
inmunosupresores e inmunomoduladores,
como por ejemplo: la extraccion de una
proteina de las glandulas salivales de los
vectores (Lutzomya y Phlebotumus),
a la cual han denominado maxadilan o
MAX %y aplicada en modelos animales
funciona como una vacuna en el huésped.
En Espaia, cientificos del CSIC (Consejo
superior de investigaciones cientificas)
han realizado estudios con histatina,
proteina aislada de la saliva humana,
que se acumula en la mitocondria de la
Leishmania®'.

La técnica de reaccidn en cadena
de la polimerasa para la deteccién
de la resistencia a fdrmacos en
Leishmania spp.

Existen varios métodos moleculares para
la identificacion de genes involucrados en
la resistencia a farmacos; sin embargo,
dichas técnicas atin no han sido utilizadas
para realizar el tamizaje de estos genes en
Leishmania spp. con el fin de implementar
un tratamiento farmacoldgico apropiado.
La técnica molecular mas difundida en
la clinica es la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) consistente en la
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amplificacion de secuencias genéticas
especificas para obtener un gran niimero
de copias de un fragmento de ADN
particular del parasito. Esta técnica se
destaca por su sensibilidad y especificidad,
se ha empleado para diagnosticar
la Leishmaniasis, pero ain no se ha
reportado una PCR aplicada a la deteccion
de los genes de resistencia a los diferentes
farmacos, por lo cual el tratamiento para
la Leishmaniasis se basa en la informacion
recopilada solo para algunas cepas.
La técnica de PCR tiene variaciones
importantes como la PCR multiple, en la
cual se realiza la amplificacion simultanea
de varias secuencias genéticas en una iinica
reaccion: la PCR multiple podria encontrar
los diferentes genes implicados en la
resistencia a farmacos en menor tiempo,
de manera mas eficiente y economica para
obtener un resultado mas confiable.

Nuevas alternativas de investigacién
molecular en parasitologia

Los estudios gendmicos estan generando
importantes avances en ensayos de
diagnostico, desarrollo de farmacos y
vacunas para el tratamiento y control
de enfermedades parasitarias como
la Leishmaniasis. En los ultimos
afios los estudios de comunidades de
organismos infecciosos han arrojado
una importante informacion sobre
su biodiversidad, a partir del analisis
genomico de microorganismos sin cultivar
(metagendmica), y del analisis protedmico
de comunidades (metaprotegomica).
Recientemente se introduce el concepto
de farmacogenomicacomo el estudio
del total de genes farmacoldgicamente
relevantes, asi como de la forma en que
dichos genes manifiestan sus variaciones
y de qué manera estas variaciones pueden
interaccionar para configurar el fenotipo
de cada individuo, en lo que afecta a
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su respuesta a los medicamentos®. La
bioinformatica en este sentido, ofrece la
capacidad de comparar y relacionar la
informacion genética con una finalidad
deductiva, capaz de ofrecerunas respuestas
que no parecen obvias a la vista de los
resultados de los experimentos. Todas
estas tecnologias vienen justificadas por
la necesidad de tratar informacion masiva,
no individual, sino desde enfoques
celulares integrados (genomica funcional,
protedmica, expresion multigénica)'.

Discusion

Conociendo el genoma tanto del parasito
como del vector, se puede avanzar en
la aplicacion de nuevos tratamientos,
comprender las estrategias de control

en distintas situaciones, observar la
dindmica de las poblaciones tanto de
los huéspedes como de los vectores, y
divulgando los avances en estos campos;
se puede como profesionales de la salud
contribuir con los grupos bandera en estos
estudios gendomicos en el pais, para aunar
esfuerzos y controlar esta enfermedad
re-emergente, que como se explicaba en
la primera entrega de esta revision, estd
aquejando a mas poblacion cada dia. Asi
mismo fomentar la creacion de grupos de
excelencia para proseguir con estudios
de costo-efectividad de las diferentes
formas de implementacion de medidas
de promocién y prevencion, educando
en salud ambiental a la comunidad y
continuar con la busqueda de alternativas
farmacologicas para  bloquear las
posibilidades al parasito de bisqueda de
nuevos huéspedes.
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