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Resumen

Introduccién. Los cambios moleculares que ocurren en Leishmania spp. pueden reflejar variaciones en la patogenicidad
del parasito, pero también en la epidemiologfa de la enfermedad.

Objetivo. Este estudio tuvo como objetivo describir las caracteristicas epidemiolégicas de los casos de leishmaniasis
cutanea diagnosticados entre 1986 y 2018 e identificar los cambios ocurridos a lo largo de estos afios, asi como también
las variaciones en el nimero de copias (CNV) de genes asociados a virulencia GP63, HSP83, HISH4 y H2B, BTUB,
ATGS8, PHOSP, SERP y PTR1 en cepas de Leishmania panamensis aisladas de dichos casos.

Métodos. Se construy6 una base de datos con las histotias clinicas de casos atendidos entre 1986 y 2018 en la cual se
incluyeron variables sociodemograficas, clinicas y farmacoldgicas. Se identificaron cambios en el comportamiento
de la enfermedad a lo largo del tiempo, agrupando los casos por periodos de 10 afios. Las CNV se determinaron en
el 9,3% (n = 125) de los aislados clinicos de L. panamensis. Por dltimo, se sugirieron relaciones entre las CNV y los
cambios observados en las variables clinicas tales como: tamafio de la lesion, aparicion de recaidas/reactivaciones y
respuesta al tratamiento.

El estudio retrospectivo incluy6 la informacion obtenida de 1351 casos procedentes de 26 departamentos de Colombia.
El 77% eran hombres y la edad promedio fue de 23 afios. E1 97% de los casos presenté LC con un 72% de tdlceras; y
el 7% tenfa antecedentes de leishmaniasis. E1 32% presentaron una lesién y el 68% tuvieron 2 o 3 lesiones; el 50% con
un tiempo de evolucién < 2 meses; un tamafio < 4 cm? yel 16% > 4 cm?. No se encontrd correlacion entre el tipo de
ocupacion y la aparicién de reinfeccion, asi como tampoco entre la edad, el tipo de lesion, el nimero de lesiones, el
tiempo de evolucion, la aparicién de reactivacién o reinfeccion, ni los ciclos de tratamiento adicionales. No obstante,
si se observaron cambios en las variables entre el periodo 3 en comparacién con los otros dos periodos estudiados,
con mayor numero de casos en pacientes con actividades en espacios interiores, compromiso mucoso e infecciéon
diseminada, recaidas y mayor tamafio de las lesiones. Al comparar los cambios en el nimero de copias (CNV) de
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los genes asociados con virulencia entre los aislados de L. panamensis de los tres periodos de estudio, se observé un
incremento en el numero de copias de los genes evaluados en los periodos 2 y 3 en comparacién con el periodo 1,
siendo el gen PHOSP el que mostré mayor variacion.

Resultados. Estos resultados sugieren que L. panamensis ha sufrido cambios genémicos asociados a la virulencia a lo
largo del tiempo que podrian estar aumentando su potencial patogénico, ocasionando lesiones mas grandes y formas
mas complejas de LC incluyendo reactivaciones y reinfecciones. No obstante, se necesitan mds estudios para ampliar la
informacién sobre la variabilidad genética de L. panamensis y su asociacioén con los mecanismos de virulencia, resistencia
y patogenicidad.

Palabras clave. Leishmaniasis; epidemiologia; genémica.

Abstract

Introduction. Molecular changes occurring in Lezshmania spp. may reflect variations not only in the pathogenicity of the
parasite but also in the epidemiology of the disease.

Objective. This study aimed to describe the epidemiological characteristics of cutaneous leishmaniasis cases diagnosed
between 1986 and 2018 and to identify the changes that occurred over these years, as well as variations in the copy
number (CNV) of virulence-associated genes GP63, HSP83, HISH4, and H2B, BTUB, ATG8, PHOSP, SERP, and
PTR1 in Leishmania panamensis strains isolated from these cases.

Methods. A database was constructed with the clinical histories of cases attended between 1986 and 2018 in which
sociodemographic, clinical, and pharmacological variables were included. Changes in disease behavior over time were
identified, grouping cases by 10-year periods. CN'Vs were determined in 9.3% (n = 125) of the clinical isolates of L.
panamensis. Finally, CN'Vs were suggested between CN'Vs and observed changes in clinical variables such as lesion size,
the occurrence of relapses/reactivations, and response to treatment.

The retrospective study included information obtained from 1351 cases from 26 departments of Colombia. Seventy-
seven percent were men and the average age was 23 years old. Ninety-seven percent of the cases presented LC with
72% of ulcers, and 7% had a history of leishmaniasis. Thirty-two percent had one lesion and 68% had two or three
lesions; 50% with an evolution time < 2 months; size < 4 cm? and 16% > 4 cm?®. No correlation was found between
the type of occupation and the appearance of reinfection, nor between age, type of lesion, number of lesions, size
of lesions, time of evolution, the occurrence of reactivation or reinfection, or additional treatment cycles. However,
changes in the variables were observed between Period 3 compared to the other two Periods studied, with a greater
number of cases in patients with indoor activities, mucosal involvement and disseminated infection, relapses and
reactivations, and larger lesion size. When comparing the changes in the copy number (CNV) of genes associated with
virulence among L. panamensis isolates from the three study periods, an increase in the number of copies of the genes
evaluated was observed in Periods 2 and 3 compared to Period 1, with the PHOSP gene showing the greatest variation.

Results. These results suggest that L. panamensis has undergone virulence-associated genomic changes over time that
could be increasing its pathogenic potential, causing larger lesions and more complex forms of LC, including relapses,

reactivations, and reinfections. However, further studies are needed to expand information on the genetic variability
of L. panamensis and its association with virulence, resistance, and pathogenicity mechanisms.

Key words Leishmaniasis; epidemiology; genomic.
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Introduccion

La leishmaniasis es una enfermedad infecciosa cau-
sada por varias especies de parasitos del género Lezs-
bmania y constituye un importante problema de salud
puablica en varios paises de diferentes regiones del
mundo, siendo endémica en 98 paises y dos territo-
rios!". Se estiman mds de 350 millones de personas en
riesgo de infeccién y cerca de 15 millones de personas
con diagnéstico de leishmaniasis. Entre las diferentes
formas clinicas de la enfermedad, la leishmaniasis cu-
tanea (LC) es la forma clinica mas prevalente con 0,7
- 1,2 millones de nuevos casos anuales?.

En la regién de las Américas cada afio se regis-
tran en promedio 55.000 casos de LC y leishmaniasis
mucosa (LM) y es endémica en Argentina, Bolivia,
Brasil, Colombia, Costa Rica, Ecuador, El Salvador,
Guatemala, Guyana Francesa, Guyana, Honduras,
Nicaragua, México, Panama, Paraguay, Perd, Surinam
y Venezuela. En esta region la situacién es mas com-
pleja debido principalmente a la variedad de especies
de Leishmania (con 15 de las 22 especies patbgenas
circulando en la regién) pero también de flebétomos
vectores y de reservorios, y por la ocurrencia de dife-
rentes ciclos de transmisiéon, manifestaciones clinicas
y respuesta al tratamientol.

Colombia es el segundo pafs con mayor nimero
de casos, después de Brasil [3], con cerca de 11 millo-
nes de personas en riesgo de infeccién y entre 5.000 y
10.000 casos registrados anualmente, siendo Antioquia
el departamento que aporta el 20% de los casos regis-
trados™. Asi mismo, Colombia es el pafs con mayor
numero de especies de Leishmania registrando a la fe-
cha la presencia de 6 especies de Leishmania circulan-
do en diferentes regiones de manera endémica como
son L. panamensis, L. braziliensis, L. gnyanensis, L. mexi-
cana, L. amazonensis y L. infantun?, de las cuales L. pa-
namensis y L. bragiliensis son especies muy importantes
en términos clinicos y epidemiolégicos no solo pot-
que estan ampliamente distribuidas en Colombia y en
otros paises de América latina, sino también porque las
infecciones por estas especies, junto con L. guyanensis,
tienen un potencial de causar LM y por su disminuida
sensibilidad a los antimoniales pentavalentes!.

Las caracteristicas epidemioldgicas de la leishmania-
sis en las diferentes regiones endémicas estan determina-
das, en gran medida, por las particularidades genéticas y
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fisiologicas de las especies de Ledshmania circulantes en la
zona de transmisién toda vez que el analisis gendémico
permite describir las caracteristicas genéticas que podrian
explicar la patogénesis y las manifestaciones clinicas en-
tre diferentes especies de Leishmania como también entre
diferentes cepas de una misma especie. Asi, por ejemplo,
los cambios moleculares que ocurran en los genes del
parasito ya sean asociados a la evolucién o a la expresion
y funcion de dichos genes (actividad enzimatica o factor
de virulencia, entre otros), podrian reflejar cambios en la
patogenicidad del parisito y, por tanto, en la epidemiolo-
gia de la enfermedad® .

Debido a la falta de control transcripcional en Leis-
bmania, se ha sugerido que las variaciones gendmicas,
como lo es la variacién del numero de copias (CNV),
pueden afectar a la presencia y expresion de los alelos
de los genes relacionados con la supervivencia del pa-
rasito, y la infectividad tanto en el fleb6tomo vector
como en el huésped mamifero®. En L. panamensis se
han reportado CNV en genes asociados con la gene-
raci6on de resistencia a alopurinol y a los antimonio tti-
valente y pentavalente!'"'"), y con la gravedad de la en-
fermedad!'>"), asi como también en genes asociados
con virulencia en cepas con diferente patogenicidad
en ratones Balb/cll. No obstante, no se dispone de
estudios que relacionen las CNV de los genes asocia-
dos con virulencia con cambios en las caracteristicas
epidemiolégicas de la LC en cuanto a variables clini-
cas y farmacoldgicas.

Las anotaciones funcionales de los genes asocia-
dos con virulencia incluyen la glicoproteina 63 (gp63)
o leishmanolisina, la proteina de choque térmico 83
(hsp83), las histonas H4 y H2b, la 8-tubulina, la ATGS,
tuzina, fosfatasa de 4acido fosfatidico, serina peptidasa y
el transportador de pteridinal'’l, los cuales estan impli-
cados en procesos de infeccién de los macréfagos!™,
generacion de resistencia del parasito a la lisis por el
complementol'” y termorregulacién en condiciones de
estrés por choque térmicol'®l; todos ellos procesos im-
plicados en el desarrollo clinico de la LC.

El estudio de las alteraciones en los genes del para-
sito asociados con virulencia permitird identificar las
posibles causas relacionadas con los cambios epide-
miolégicos de la I.C a lo largo del tiempo como con-
tribucién al disefio de medidas de intervencién que
aboguen por un mejor manejo de la enfermedad en
Colombia y otros paises de la regién de las Américas.
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Dada la importancia de los factores de virulen-
cia en el desarrollo de la LLC, el presente estudio tuvo
como objetivo identificar CNV de genes asociados
con virulencia en L. panamensis obtenidos de pacientes
de diferentes regiones geograficas de Colombia en los
ultimos 30 afios.

Materiales y métodos

BASE DE DATOS

Se incluyeron las historias clinicas de los pacientes
con diagnéstico positivo para LC causada por L. pana-
mensis que consultaron entre 1986 y 2018 al Programa
de Estudio y Control de Enfermedades Tropicales
(PECET) de la Universidad de Antioquia (Medellin,
Colombia). De cada historia clinica se extrajo la infor-
macién correspondiente a las diferentes variables. A
su vez, las variables se clasificaron en tres categorfas: i)
sociodemogrdficas (edad, origen, ocupacién y sexo); ii) /-
nicas (forma clinica, nimero de lesiones, caractetisticas
de la lesion, tamafio de la lesidn, tiempo de evolucidn,
historia previa de leishmaniasis, y nuevo episodio de
la enfermedad: recaida o reinfeccion; y iii) farmacoldgi-
cas (respuesta al tratamiento y necesidad de ciclos de
tratamiento adicionales); no se incluy6é como variable
el tiempo de seguimiento pos-tratamiento, toda vez
que en Colombia el programa de manejo de la leish-
maniasis solo incluye el diagndstico y el tratamiento y
ademis, porque los pacientes cuando se ven curados
no regresan a consulta.

ANALISIS DE LOS DATOS

Los casos se dividieron en tres periodos: en el periodo
1 (P1) se incluyeron pacientes atendidos entre 1986 y
1996 (n=457); en el periodo 2 (P2) se agruparon los
pacientes atendidos entre 1997 y 2007 (n=463) y en el
petiodo 3 (P3) se incluyeron los pacientes atendidos
entre 2008 y 2018 (n=431). Se realizaron analisis es-
tadisticos descriptivos univariados y bivariados segiin
la naturaleza de las variables. Para las variables cualita-
tivas se usaron tablas de frecuencias y graficos de ba-
rras; para las variables cuantitativas discretas se usaron
tablas de frecuencias, medias y grafico de barras; para
las variables cuantitativas continuas se usaron histo-
gramas. La mediana y el rango intercuartil IQR) se
estimaron para las variables con distribucién no nor-
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mal, mientras que la media y la desviacion estandar se
estimaron para las variables con distribucién normal.
Para el analisis de dos variables cualitativas se realiz6
una tabla de contingencia y un grafico de barras agru-
padas, mientras que para el andlisis de dos vatiables
cuantitativas se realizaron graficos de dispersiéon y co-
eficiente de correlacion. Por su parte, para el analisis
de una variable cuantitativa y las variables cualitativas
se realiz6 cajas y bigotes y medidas de resumen. To-
dos los anilisis se realizaron también por periodos.
El analisis de los datos se realizé con los softwares R
(version 7.8) y Microsoft Excel (version 2016).

SELECCION DE AISLADOS

Se seleccionaron 125 aislados de L. panamensis crio-
preservados en nitrégeno liquido del banco de cepas
del PECET de la Universidad de Antioquia. Se realizé
muestreo aleatorizado con el fin de asegurar la repre-
sentacion regional y temporal de los casos evaluados
durante el periodo de estudio. LLa procedencia de los
pacientes con L.C causada por L. panamensis se ilustra
en la Figura S1. A su vez, la Tabla S1 resume las ca-
racteristicas de las regiones geograficas de Colombia.

DESCONGELACION DE LOS PARASITOS

Se descongelaron 125 cepas de L. panamensis crio-con-
servadas en nitrégeno liquido. El contenido de los via-
les se transfirié a un tubo cénico estéril de 15 mL y, se
afladié lentamente solucién salina fria tamponada con
fosfatos (PBS, del inglés phosphate buffer saline) has-
ta completar 4 mL y se centrifugd el tubo a 2500 rpm
durante 10 minutos; se descartd el sobrenadante y el
sedimento se resuspendié en 500 pL de PBS suple-
mentado con 1% de antibiético (penicinilina — estrep-
toimicina, 10.000 U/mL); luego, 250 pL se cultivaron
en medio de cultivo NNN (Novy-MacNeal-Nicolle) a
26°C y los 250 pL restantes se utilizaron para extraet
el DNA del parasito.

ExTraccion DeL DNA

Para la extracciéon del DNA se afiadieron 500 pL de
tampén de lisis y 10 pl. de proteinasa K; el vial se
incubd a 50 °C durante 30 minutos; se afiadié 1 mL
de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1) y el
tubo se centrifugd a 1700 g durante 10 minutos. La
fase acuosa se transfirié a un vial de 1,5 mL y se afia-
di6 1 mL de etanol frio; el vial se centrifugd a 1700 g
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durante 2 minutos, se descart6 el sobrenadante y el
sedimento se lavé con 500 pL de etanol frio; se cen-
trifugé el vial a 1700 g durante 2 minutos, las muestras
se concentraron en un concentrador SpeedVac. Por
ultimo, se afladieron 20 pL. de tampén de elucidn y las
muestras se almacenaron a -20°C hasta su uso.

VARIACION DEL NUMERO DE COPIAS

Para cada uno de los genes asociados con virulen-
cia seleccionados (Tabla S2) se diseflaron cebado-
res especificos utilizando el software Primer3. V4.0
(https:/ /bioinfo.ut.ee/ptrimer3-0.4.0/), con los si-
guientes criterios: 1) 18 a 24 nucleétidos de longitud,;
ii) Tm 55 °C-60 °C; iii) 40% - 60% de potcentaje de
GC y, iv) 100bp a 200bp de tamafio del amplicon.
Para cada uno de los cebadores disefiados se compro-
b6 la temperatura de alineacién, asi como también
la posible formacién de estructuras secundarias tipo
homodimeros y heterodimeros utilizando la herra-
mienta OligoAnalizer (https://www.idtdna.com/).
Por dltimo, se realizé un blast para determinar la es-
pecificidad in silico de la amplificacién. Como gen de
copia tnica se eligi6 el DNA POL II.

La qPCR para cada gen se realizé utilizando el kit
AccuPower® 2X GreenStar qPCR Master Mix (Bio-
neer Inc. Daejeon, Corea del Sur). Las concentracio-
nes de cebadores evaluadas fueron 100 nM, 125 nM,
150 nM y 200 nM. El volumen de reaccién final fue de
20 pL, que contenfa 10 uLL de mezcla maestra, 0,5 pL
de cada cebador, 8 pL de aguay 1 pLL de DNA de cada
cepa de L. panamensis. Las concentraciones de DNA
evaluadas fueron 20, 50 y 100 ng. La qPCR se realizé
en el LigthCycler96 (Roche, Basilea, Suiza) con el si-
guiente protocolo: 1 ciclo de desnaturalizacién inicial
y activacion de la enzima a 94 °C durante 900 segun-
dos seguido de 45 ciclos de 10 segundos de desnatu-
ralizacién a 95 °C, 20 segundos a 55 °C — 60 °C (de-
pendiendo de los cebadores utilizados) y 20 segundos
a 72 °C. Finalmente, 1 ciclo de 300 segundos a 72 °C y
una curva de fusién entre 52 °Cy 90 °C. Para cada gen
se determind la temperatura 6ptima de alineacidn, asf
como la concentracion adecuada de DNA.

Para validar la amplificacién del gen de copia tinica
se utilizaron 50 x 10° promastigotes de L. panamensis
MHOM/CO/87/UA140 (cepa de referencia) cultiva-
dos en el medio NNN. El DNA se extrajo utilizando
el kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen, Hilden-Ale-
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mania) y siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
realizé una curva estandar en una escala logaritmica de
base cinco empezando por 1 pardsito hasta 390.625.
La curva se realizé por triplicado en tres experimentos
independientes.

Las qPCRs se realizaron como sigue: 10 pL de
mezcla maestra, 0,5 pL. de cada cebador (100 nm), 8
uL de aguay 1 uL de DNA (20 ng/mL). Las condicio-
nes de amplificacion fueron 1 ciclo de 900 segundos a
94 °C, 45 ciclos de desnaturalizaciéon de 10 segundos
2 95 °C, 20 segundos a 60 °C y 20 segundos a 72 °C,
seguido de un ciclo final de 300 segundos a 72 °C y
una curva de fusion entre 52 °Cy 90 °C.

Se estandariz6 una qPCR para cada uno de los ge-
nes bajo las mismas condiciones de concentracién de
DNA, cebadores y, temperatura de alineacién. Igual-
mente, se construy6 una curva estandar en escala lo-
garitmica base cinco a partir de concentraciones entre
1y 390.625 parasitos. Las diferencias en las CNV se
analizaron por el método AACT, teniendo como re-
ferencia para la comparacién el DNA aislado a partir
de cepas procedentes de casos del P1.

Aspectos éticos. La confidencialidad de los datos
de los pacientes fue preservada de acuerdo con los li-
neamientos establecidos en las Buenas Practicas Clinicas.

Resultados

CAMBIOS EN EL COMPORTAMIENTO EPIDEMIOLOGICO DE LA
LEisHMANIASIS TEGUMENTARIA AMERICANA CAUSADA POR
LEISHMANIA PANAMENSIS EN COLOMBIA

El estudio retrospectivo incluy6 la informacién obte-
nida de 1351 pacientes atendidos entre 1986 y el 2018.
Las caracteristicas sociodemograficas de la poblacién
del estudio se resumen a continuacién. El 77% eran
hombres; la mediana de edad fue de 23 afios, con un
IQR de 15 afios (rango de cinco meses a 91 afios);
el 75% de los pacientes tenfan 34 afios o menos vy, el
25% tenfan 19 aflos o menos. Los pacientes procedian
de 26 departamentos de Colombia: Antioquia (69%),
Chocé (11%) y Caldas (4,1%); el 15,9% restante de los
casos procedfa de otras regiones (Figura S1).

El 42% de los pacientes tenfan ocupaciéon en am-
bientes externos y el 34% en ambientes internos. En el
24% restante no habia datos disponibles. Del total de
casos, 1318 (97%) tenfan LC, 23 pacientes (2%) tenfan
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leishmaniasis mucosa, ocho pacientes (1%) tenfan LC
diseminada (LD), un paciente tenfa LCD con afecta-
ci6én de las mucosas y un paciente tenfa L.C en coinfec-
ci6én con VIH. En el 7% (93 pacientes) se describi6 una
historia previa de leishmaniasis. E1 50% (676 pacientes)
presentaban una lesion y el 68% (919 pacientes) tenfan
2 0 3 lesiones; un paciente con LD present6 294 lesio-
nes. En el 25% (338 pacientes) el tiempo de evolucion
fue de tres meses y el 50% (676 pacientes) consultaron
con un tiempo de evolucién igual o inferior a 2 me-
ses. Bl 72% (973 pacientes) tenfan ulceras, el 4% (54
pacientes) presentaron nédulos, 13 pacientes (1%) pre-
sentaron papulas, otros 13 pacientes (1%) mostraron
lesiones verrugosas y en 13 casos (1%) se registraron
lesiones mixtas. El 50% (676 pacientes) tenfan lesiones
con un area de 4 cm?® o menos, y el 16% (216 pacien-
tes) tenfan lesiones mayores de 4 cm? (Tabla 1). De los
1.351 casos atendidos, 81 pacientes tuvieron reactiva-
cién, 15 pacientes tuvieron reinfeccidén y 5 pacientes
presentaron tanto reactivaciéon como reinfeccién. Ocho
pacientes requirieron dos ciclos adicionales de trata-
miento (con edades entre 5 y 52 afios) y tres pacientes

requirieron tres ciclos adicionales de tratamiento (con
edades entre 3 y 29 afios).

No se encontré correlacion entre el tipo de ocu-
pacién (interior y exterior) y la aparicién de reinfec-
cién o reactivacién, asi como tampoco entre la edad,
el tipo de lesién, el nimero de lesiones, el tamafio de
las lesiones, el tiempo de evolucién, la aparicién de
reactivacion o reinfeccién, ni los ciclos de tratamiento
adicionales. No obstante, si se observaron cambios en
las variables para los casos del P3 en comparacién con
los otros dos petiodos; es asi como mientras que en
P1 y P2 la mayoria de los casos ocurrieron en pacien-
tes con actividades en ambientes exteriores, en el P3
la mayorfa de los casos ocurrieron en pacientes con
actividades en espacios interiores. As{ mismo, en el
P3 se observaron mas casos de LM y DL con com-
promiso mucoso, también en pacientes que realizaban
actividades en espacios interiores, como también mas
recaidas. Adicionalmente, en el P3 se present6 un ma-
yor nimero de casos con lesiones verrucosas y mixtas
y la media del tamafio de la lesién fue también mayor
en los casos del P3 (37,5 cm?) en comparacién con los

casos del P1 (21 cm?) y del P2 (23 cm?) (Tabla 1).

Tabla 1. Variables sociodemogréficas y clinicas estudiadas seguin los periodos del estudio.

Periodo 1 (n=457) Periodo 2 (n=463) Periodo 3 (n=431)
Variable

Sexo

Femenino 119 (26)
Masculino 338(74)
Sin dato 0(0)
Edad (en afos)

Mediana (IQR) 23(11)
Procedencia (region)

Amazonia 0(0)
Andina 386 (84,5)
Caribe 28 (6,1)
Orinoquia 0(0)
Pacifica 39 (8,5)
Sin dato 4(0,9)
Ocupacion (Tipo de ambiente)

Exterior 211 (46)
Interior 147 (32)
Sin dato 99 (22)

40

81(17,5) 109 (25,3)
381(82,3) 320(74,2)
1(0,2) 2(0,5)
23(10) 27 (21)
13 (2,8) 7(2)
383(82,7) 319 (74)
6(1,2) 12(2,8)
14 (3,1) 6(1)
34(7,3) 82(19)

13 (2,8) 5(1,2)
257 (56) 99 (23)
115 (25) 196 (45)
91 (20) 136 (32)
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Periodo 1 (n=457) Periodo 2 (n=463) Periodo 3 (n=431)
Variable

Forma clinica

Cutanea 446 (98)
Mucosa 11(2,4)
Cuténea Diseminada 0 (0)

Sin dato 0(0)

Tipo de lesion

Ulcera 333(73)
Papula 7(1,5)
Nédulo 26 (5,7)
Verrucosas 2(0,4)
Mixtas 1(0,2)
Sin dato 88 (19)
Tamaiio de la lesion

>4 cm? 58(12,7)
<4cm? 221 (48,4)
Sin dato 178 (38,9)

Respuesta a 1 ciclo de tratamiento

Cura 3(30)
Falla 0(0)
Mejoria 6 (60)
Sin dato 1(10)
Recaidas y/o reinfecciones

Recaidas 15(3,3)
Reinfecciones 3(0,66)

Aunque el porcentaje de curacién fue mayor en el
P3, el nimero de casos que requitieron ciclos de tra-
tamiento adicionales también fue mayor, con 30 (7%)
pacientes que recibieron un ciclo de tratamiento adi-
cional y 2 pacientes (0,5%) que recibieron tres ciclos
de tratamiento, mientras que en el P2 y el P1 sélo 18
(3,9%) y 10 pacientes (2,2%), respectivamente, requi-
rieron un ciclo de tratamiento adicional y un paciente
(0,2%) en el P2 requiri6 tres ciclos de tratamiento. Las
reinfecciones y reactivaciones también fueron mas
frecuentes en el P3; mientras que quince pacientes
(3,3%) en el P1y 27 pacientes (5,8%) en el P2 mostra-
ron reactivaciones; en el P3 se observd reinfeccion en
40 pacientes (9,3%). El mayor numero de reinfeccio-
nes se produjo en hombres, con 3 casos (0,66%) en el

P1, 6 casos (1,3%) en el P2 y 5 casos (1,4%) en el P3.

458 (99) 414 (96)
4(0,9) 8(1,9)
1(0,2) 7(1,6)
0(0) 2(0,5)
356 (77) 277 (64)
4(0,86) 4(0,9)

19 (4,1) 7(1,6)
2(0,4) 8(1,9)
1(0,2) 5(1,2)
81(17) 130 (30)
63 (13,6) 94 (21,8)
251 (54,2) 173 (40,1)
149 (32,2) 164 (38,1)
13 (72,2) 17 (56,7)
0(0) 9(30)
2(11,1) 4(13,3)
3(16,7) 0(0)

27 (5,8) 40(9,3)
6(1,3) 5(1,4)

La mediana de edad de los pacientes también au-

mentd, pasando de 21 afios en los periodos 1y 2 a
27 afios para el P3. En los tres periodos, el 75% de
los pacientes consultaron con una evolucién menor
o igual a 3 meses. En los tres periodos, el 75% de los
pacientes tenfan entre 1 y 3 lesiones y el 25% restante
tenfan 4 o mas lesiones.

VARIACIONES EN EL NUMERO DE COPIAS DE GENES ASOCIADOS
CON VIRULENCIA

Al comparar los CNV de los genes asociados con vi-
rulencia entre los aislados de L. panamensis de los tres
periodos de estudio, se observé un mayor incremen-
to en el nimero de copias de los genes evaluados en
el P2 en comparacién al P1 con aumentos entre 0,8
y 7 copias. Por su parte, los aumentos en el nimero
de copias de los genes asociados con virulencia en el
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P3 respecto al P1 oscilaron entre 0,1 y 3,6 y respecto
al P2 oscilaron entre 0,1 y 1,8 copias (Tabla 2). Los
genes que mostraron aumentos mayores o iguales a
1 copia al comparar los aislados de L. panamensis del
P2 con los aislados del P1 fueron los genes PHOSP,
HISH2B, 8-tubulina, HSP83, transportador de pteri-
na y HISH4. Por su parte, al comparar los aislados de

L. panamensis del P3 con los aislados del P1 los genes
PHOSP, HISH2B, y HISH4 fueron los que mostraron
aumentos mayores o iguales a 1 copia, mientras que
en los aislados del P3 en comparacién con el P2 solo
los genes PHOSP y HISH4 mostraron aumentos ma-
yores o iguales a 1 copia.

Tabla 2. Variaciones en el nimero de copias de los genes asociados con virulencia en cepas de Leishmania panamensis

_ Proteina anotada W

LpanUA.18.0500 Fosfatasa acida

LpanUA.09.0180 ATG8 0.9 0.1 0.1
LpanUA.27.2750 Peptidasa de serina 0.8 0.5 0.6
LpanUA.04.0060 Pteridina 1.0 0.2 0.2
LpanUA.33.0340.HSP83-2 Proteina de choque térmico 83 1.1 0.2 0.2
LpanUA.09.1400 Histone 2B 1.4 1.3 0.9
LpanUA.10.0560.GP63-4 gp63 0.8 0.3 0.4
LpanUA.35.0130 Histona H4 1.0 1.0 1.0
LpanUA.33.0960 B-tubulina 1.3 0.5 0.4

Los datos representan el nimero de copias que los genes en estudio aumentaron en entre los petiodos de comparacién. CNV: variaciones en el
numero de copias; P1: petiodo 1 (cepas de Leishmania panamensis aisladas entre 1986 to 1996); P2: periodo 2 (cepas aisladas entre 1997 y 2007); P3:

petiodo 3 (cepas aisladas entre 2008 y 2018).

El gen PHOSP mostré la mayor variacién con
aumentos en el numero de copias en los 3 periodos
evaluados de 7 y 3,6 copias en el P2 y en el P3 en
comparaciéon al P1 y de 1,8 copias al comparar el P3
con el P2 (Tabla 2); por su parte, el gen HISH4 mos-
tré aumentos en 1 copia en cada uno de los periodos
comparados. El gen HISH2B aumenté el nimero de
copias en los periodos 2y 3 respecto al Pl en 1,4y 1,3
copias, respectivamente, mientras que el gen PTR1 y
HSP83 aumentaron el nimero de genes en tan solo
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0,2 copias y el gen de la BTUB aument6 el nimero
de copias en 0,5 y 0,4 copias en el P3 respecto al P1y
al P2, respectivamente. Para los genes SERP, ATGS8 y
GP63 las CNV fueron menores para los periodos 2 y
3 respecto al periodo 1, pasando de 0,8 en el P2 a 0,5
en el P3 con respecto al P1, ya 0,6 en el P3 respecto al
P2 (Tabla 2). En la figura 1 se muestra la linealidad de
de 0,9984 y

un limite de deteccién a partir de 1 parasito.

la curva estandar construida, con un R? =



Hechos Microbiol. 2021;12(2):35-47

Figura 1. Curva de amplificacién del gen de la DNA pol Il de Leishmania panamensis. A. Curva estandar de amplificacion en funcién de la
concentracion de parasitos para el gen DNA pol Il con una escala logaritmica base 5 y deteccién desde 1 copia hasta 390.625 copias. B.
Curva de amplificaciéon correspondiente a cada punto de la curva estandar construida para el gen DNA pol II.

Discusion

Las primeras descripciones clinicas de la LC en Co-
lombia datan de 1872, para unas lesiones en la piel
llamadas “marranas”, que apatecian en todas las eda-
des, no respetando sexo y siendo frecuente en los
agricultores e hipotéticamente se sefialaba que eran de
naturaleza parasitaria. Para esa época las zonas endé-
micas se habfan circunscrito a los departamentos de
Cundinamarca, Boyacd y Santander. En 1903 se des-
cribe como agente etiologico al protozoatio del géne-
ro Leishmaniay para 1949 ya se hablaba de una amplia
distribucién en el pais de focos de leishmaniasis, es-
pecialmente alrededor de las cuencas hidrograficas de
los tios Cauca, Atrato y Magdalena!'”l.

Hasta antes de los 80s la LC se consideraba una
enfermedad de trasmisién selvatica que afectaba
hombres adultos, en edad laboral activa, quienes se
infectaban cuando ingresaban a zonas boscosas pot
su actividad laboral (madereros, constructores de ca-
rreteras, mineros, entre otros)!'®l. Ya en los afios 1983
y 1987 se describieron los primeros focos de LC en el
municipio de Montebello, Antioquia” y San Roque,
Antioquia (municipios situados en la regién andina),
siendo en ambos focos la trasmision intra-domicilio.

Si bien este trabajo constituye un valioso aporte
a la descripcion de los cambios en la historia de la
leishmaniasis en el pafs, es necesario aclarar que por
la naturaleza del estudio (siendo este de tipo descrip-
tivo retrospectivo) no se puede aplicar inferencia y se
presentan algunas limitaciones que no pueden ser re-
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sueltas, tales como el papel de las migraciones en el
desarrollo de la enfermedad, la implicaciones de los
determinantes sociales y el papel de las actividades
humanas sobre la enfermedad; sin embargo, consti-
tuye un estudio generador de hipdtesis en donde se
encontrd que similar a lo observado en los afios 80s y
a lo reportado por otros autores”'); los adultos, espe-
cialmente los hombres, contindan siendo la poblacién
mas afectada por la L.C; esto al parecer debido a razo-
nes econdémicas, sociales, culturales y de otro tipo que
hacen que los hombres acudan en busca de atencién
médica mientras que las mujeres y los nifios se quedan
relegados al manejo empitico de la enfermedad®™.
Contrario a lo observado en estudios previos, en el
presente trabajo se encontré que hubo un mayor nu-
mero de casos en personas realizando actividades la-
borales en espacios interiores. Adicionalmente, se ob-
servé un mayor porcentaje de casos con reinfecciones
y reactivaciones, tanto en hombres como en mujeres,
al igual que un mayor numero de casos de formas mas
complejas de la enfermedad, como la LM y la LCD en
los ultimos 10 afios, la mayoria en personas que traba-
jaban en espacios interiores. Estos resultados sugieren
que la ocupacién podria no ser un factor determinante
para el desarrollo de la LC como lo fue descrito en es-
tudios previos™. Esto podtia deberse a cambios en la
interaccion del ser humano con el ecosistema y por lo
tanto con los vectores, muy posiblemente por la adap-
tacion de los vectores a nuevas condiciones ecologicas
que favorecen su contacto con el humano y aumentan
por lo tanto el riesgo de infeccién. La ocurrencia de
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ciclos de transmisién en el intra- y peri-domicilio, ade-
mas del extra-domicilio, permite que las personas que
permanecen en sus hogares tengan un riesgo similar
al de las personas que trabajan en ambientes exterio-
res™l. Aunque la mediana del nimero de lesiones y el
nimero maximo de lesiones no mostraron variacio-
nes a lo largo del tiempo, si se observé un aumento en
el tamafio de las lesiones en los casos con un tiempo
de evolucién menor o igual a tres meses. El aumento
de los casos de leishmaniasis con mayor complejidad
en los dltimos diez afios y el aumento en el tamafo de
las lesiones en un menor tiempo de evolucién sugie-
ren cambios en la susceptibilidad de los humanos a las
infecciones por L. panamensis o en la patogenicidad de
las cepas del parasito que circulan en Colombial® "2,

Asi mismo, 1a ausencia de correlacion entre la edad
y el sexo con las variables clinicas (forma clinica; nd-
mero de lesiones; caracteristicas de la lesion; tamafio
de la lesién; tiempo de evolucién; historia previa de
leishmaniasis; recaida o reinfeccidén) sugiere que la
edad y el sexo actualmente no son factores clave en
el desarrollo de la LCP", Por otro lado, la ausencia de
correlacion entre las variables clinicas y la ocupacion
sugiere que la ocupacién ligada a la exposicién no in-
fluye en las manifestaciones clinicas de la enfermedad.

Las caracteristicas, el tamafio de la lesién y el
tiempo de evolucién no influyeron en la respuesta al
tratamiento como tampoco en la necesidad de ciclos
adicionales de tratamiento. Sin embargo, el aumento
en los ultimos 10 afios de los casos con reactivacion
de la enfermedad sugiere una menor eficacia de los
farmacos disponibles que puede estar asociada a fallas
en la adherencia al tratamiento por parte de los pa-
cientes o a la generacién de resistencia a los farmacos
en las cepas de L. panamensis que circulan actualmen-
teP¥ reafirmando la necesidad de desarrollar nuevas
alternativas terapéuticas para el tratamiento de la LC.

Con el fin de sugerir relaciones entre los cambios
en las variables sociodemogtraficas, clinicas y farmaco-
légicas determinantes de LC y cambios genéticos en
cepas de L. panamensis causantes de LC, en el presente
trabajo se evaluaron posibles cambios en el nimero de
copias de los genes asociados con virulencia PHOSP,
ATGS, GP63, PTR1, HSP83, HISH2B, HISH4 y
BTUB en 125 cepas de L. panamensis aisladas de casos
de LC ocurridos entre 1986 y 2018. El gen PHOSP
codifica para la fosfatasa 4cida, una enzima capaz de
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hidrolizar grupos fosfato pertenecientes a otras molé-
culas y facilita la supervivencia del parésito al interior
de la vacuola patasitofora del macréfago; la proteina
ATGS participa en la regulacién de la autofagia y en
el proceso de remodelacion celularl; mientras que el
gen GP63 codifica por la lethsmanolisina o gp63 que
corresponde a una proteina de superficie que interac-
ciona con las proteinas del complemento facilitando la
entrada de los promastigotes al macréfago hospedero
y por ende, estd involucrada en la patogénesis de la leis-
hmaniasis®*". Por su parte, la serina proteasa, debido
a su actividad peptidasa, esta implicada en los procesos
de invasién y en la supervivencia del parasito al intetior
del macréfagol’'l. Los genes PTR1, HSP83, HISH2B,
HISH4 y BTUB codifican proteinas que desempefian
funciones importantes en las células. Asi, PTR1, una
proteina transportadora en los parasitos, participa en
los procesos de diferenciacién y virulencia durante
la evolucién y también podria estar implicada en los
mecanismos de resistencia a los fairmacos como el an-
tifolatoP?; la HSP83 acttia con mecanismos homeosta-
ticos como termorregulador en condiciones de estrés,
mientras que las proteinas HISH4 y H2b son histonas
presentes en los nucleosomas vy, junto con la b-tubuli-
na, actuan como determinantes antigénicos patégenos
que corresponden a epitopos unicos a menudo pre-
sentes dentro de moléculas citoplasmadticas altamente
conservadast.

Todos los genes asociados con virulencia evalua-
dos en el presente estudio mostraron aumentos en el
nimero de copias, aumentos que oscilaron entre 0,1 y
7 copias. Sin embargo, el mayor aumento se observo
para el gen PHOS P sugiriendo la presencia de cepas
mas virulentas, ya que se ha evidenciado un aumento
significativo de los niveles de fosfatasa 4cida en cepas
virulentas de diferentes especies de Leishmania™. Asi
mismo, los mayores cambios en el numero de copias
para los genes asociados con virulencia se observaron
para las cepas de L. panamensis aisladas de los casos
ocurridos en el P2y el P3 en relacion al P1 en los cua-
les hubo mayor nimero de casos de LM y LCD con
compromiso mucoso, mayor nimero de casos con le-
siones de mayor tamafio, mayor nimero de casos que
requirieron ciclos de tratamiento adicionales y mayor
nimero de casos con reinfecciones y teactivaciones.
Los cambios ocurridos en el tiempo podrian represen-
tar una expresion clinica de las variaciones genéticas en
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las cepas de L. panamensis que actualmente circulan en
las zonas de transmisién de la infeccion.

Estos resultados concuerdan con reportes previos
en los cuales el aumento en el nimero de copias de es-
tos genes se asocia con la expresion de mayor virulen-
cial’l. Por otro lado, el aumento en el nimero de copias
en los genes BTUB y ATGS podria estar relacionado
con mecanismos de resistencia, como se ha reportado
en cepas de L. panamensis resistentes a los antimonia-

L1 Asi mismo, se han demostrado

les pentavalentes
aumentos en el nimero de copias en los genes de a- y
B-tubulina, dominio WWW/dedo de zinc C-x8-C-x5-
C-protefna tipo x3-H, fosfoglicano-$-1, 3-galactosil-
transferasa, tuzin, factor de elongaciéon 1-o, HSP83,
peptidasas, GP63 y ATGS8 tanto en las cepas con re-
sistencia natural al antimonio trivalente (SbIII) como
en las cepas con resistencia inducida in vitrol'""’. En
nuestro estudio, el aumento en el nimero de reactiva-
ciones independiente del tipo de tratamiento utilizado
y el aumento en el nimero de ciclos de tratamiento
adicionales concuerda con esta hipétesis.

Conclusiones

En el presente estudio se identificaron variaciones
genéticas en genes asociados a virulencia en 125 ce-
pas de L. panamensis citculando en Colombia en las
ultimas tres décadas. Aunque estos resultados necesi-
tan ser validados en un nimero mayor de aislados, la
informacién aqui obtenida complementa la informa-
cién gendmica disponible para L. panamensis, una de
las dos especies mas prevalentes en Colombia y otros
paises de Centroamérica. Por otra parte, el estudio
permitié comparar las caracteristicas epidemioldgicas
de los casos de leishmaniasis cutanea y mucosa ocu-
rridos durante ese periodo, permitiendo asi identificar,
de manera general, las implicaciones de estos cambios
genéticos en el comportamiento de la enfermedad en
términos de caracteristicas clinicas y epidemiolégicas
de los casos ocurridos durante el periodo de estudio.
Los resultados demuestran los cambios ocutridos en
el tiempo para muchas de las caracteristicas epidemio-
légicas de la LC, asi como las propiedades genéticas
de las cepas circulantes de L. panamensis.

El aumento del nimero de copias de los genes
evaluados en las cepas de L. panamensis procedentes de
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casos de LC se relacionaron con cambios en la pato-
genicidad y la resistencia al tratamiento, evidenciados
en la presentacién de lesiones mas grandes, formas
mas complejas y graves de la LC, aumento de las re-
activaciones y aumento de los ciclos de tratamiento
adicional. Sin embargo, es necesario realizar investi-
gaciones adicionales que permitan identificar los me-
canismos y las asociaciones entre la genémica de L.
panamensis y el desarrollo de la LC.
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