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1. Introduccion

Los parésitos del género Leishmania fueron descritos simultdneamente en 1903, pero de
forma independiente, por William Leishman y Charles Donovan. El apellido del primero se utilizo
para nombrar al género Leishmania, y el del segundo para nombrar la especie mas virulenta en
humanos, Leishmania donovani. Si bien, ahora se sabe que la primera descripcion del parasito en
lesiones de pacientes fue realizada en 1898 por el médico ruso Piotr Fokich Borovsky. Pero sus
hallazgos permanecieron durante muchos afios ignorados por los investigadores del campo,

posiblemente por haber sido publicados en una revista rusa de poca difusion.

La enfermedad, no obstante, aparece ya descrita en documentos de la cultura asiria, escritos
unos siete siglos antes de nuestra era. Y restos del genoma del parésito se han encontrado en
momias egipcias de hace unos 4000 afios, pudiendo haber sido la infeccion del parésito la causa

de su muerte.

La infeccion de Leishmania produce un grupo de enfermedades conocidas globalmente
bajo el nombre de leishmaniosis. Es una enfermedad que afecta a humanos y se estima que se
producen unos 2 millones de casos nuevos cada afio y que unos 400 millones de personas estan en
disposicion o riesgo de sufrir la infeccion. Actualmente, la leishmaniosis ocupa la novena posicion
entre las enfermedades infecciosas de acuerdo con los casos de enfermedad existentes a nivel
mundial. Y su incidencia continia aumentando como consecuencia de los movimientos de
refugiados y el cambio climético, que esta favoreciendo la expansion de los vectores (y el parasito)

a latitudes mas altas.

Son parasitos intracelulares en la fase amastigote de varios mamiferos. En general, los
canidos y roedores act@ian de reservorios y se transmiten al hombre mediante insectos de los
géneros Phlebotomus y Lutzomyia, en los que adoptan la forma de promastigote. Estos artropodos

se infectan al adquirir amastigotes de la piel o circulantes en la sangre del reservorio.

Existen mas de 20 especies de Leishmania. Aunque las especies de Leishmania exhiben
una morfologia similar, difieren en aspectos biolodgicos y seroldgicos, y aspectos clinicos de las

enfermedades que producen.



Existe una dificultad en la definicion de especie dentro del género, lo que ha conducido a
proponer variados esquemas de clasificacion. Esto transciende a la misma literatura cientifica,
algunos autores consideran algunos de estos organismos como especies separadas mientras que
otros los consideran como una sola especie con amplia distribucion geografica. Si existe un
acuerdo en dividir el género en dos secciones o subgéneros, de acuerdo con la localizacion del

parasito en el insecto vector:

1) Seccion SUPRAPYLARIA (Subgénero Leishmania). Cuando los parasitos se localizan en el
intestino medio de la mosca.
2) Seccion PERIPYLARIA (Subgénero Viannia). Cuando se localizan en el intestino posterior de

la mosca.

La expansion de los vectores provocada por el cambio climatico incrementa las
posibilidades de mezclar especies diferentes debido a la coexistencia de sus vectores. Hay
evidencia de la existencia de hibridacion natural entre especies de Leishmania, ya sean cercanas o

lejanas evolutivamente.

La primera sospecha de hibridacion en Leishmania aparecié en 1981 y se basé en la
deteccion de enzimas heterocigotas que sugerian la hibridacion de L. infantum y L. aethiopica,
aunque los resultados se consideraron como inconclusos. Posteriormente, analisis isoenzimaticos
y genodmicos dieron evidencia de hibridacion entre L. major y L. arabica en aislados encontrados
en animales salvajes de Arabia Saudi, de la hibridacion entre L. braziliensis y L. peruviana en
Peru, e incluso de L. infantum y L. major en Portugal. Tras analizar estos genotipos recombinados
se observo la distribucion de ambos alelos parentales a través del genoma, indicando una posible

hibridacién completa de genoma.

Actualmente, la gravedad del problema impuestos por estos nuevos hibridos es incierta ya
que la viabilidad de la descendencia obtenida de cruces in vitro de L. donovani es mucho menor
en comparacion a la obtenida con L. major. Tampoco esté claro si los hibridos tienen una capacidad
de virulencia o de transmision alterada, sin embargo, los hibridos obtenidos in vitro de L.
braziliensis / L. peruviana son mas resistentes y tienen mayor virulencia en comparacion con sus

cepas parentales. También se ha observado que los hibridos L. infantum / L. major tienen una



mayor transmision por el vector.

Los hibridos de Leishmania anteriormente mencionados son supuestamente productos de
eventos de apareamiento cruzado natural, ya sea en la misma especia o entre diferentes especies,
con el requerimiento de que la mosca de arena esté coinfectada con dos linajes de parasitos
distintos. La coinfeccion puede ocurrir si las moscas se alimentan de animales infectados por dos
cepas de Leishmania, o por alimentarse de animales diferentes, cada uno infectado con una cepa.

Esto no es algo extrafio, ya que la infecciéon mixta en humanos esta bien documentada.

La primera demostracion de intercambio genético en Leishmania se obtuvo empleando el
método experimental utilizado en 7. cruzi: dos marcadores fluorescentes de resistencia a firmacos
fueron integrados en el genoma nuclear, y las células con resistencia dual fueron seleccionadas.
Tras la coinfeccion de las moscas de la arena con dos cepas modificadas de L. major resistentes a
higromicina o a nourseotricina, 18 clones doble resistenes fueron aislados. Tras un analisis de
SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms), cada clon de la progenie obtenida por dicha hibridacién
era heterocigoto para el marcador alélico fluorescente presente en los siete cromosomas del
genoma. Es decir, los clones hibridos eran heterocigotos y por tanto, distintos a los parentales, que

eran homocigotos. Esto es una fuerte evidencia de hibridaciéon completa de genoma.

Como la mayoria de los hibridos presentaban somias cercanas a 2n o a 3n, se sugirié un
proceso de hibridacion muy flexible, que puede ser por fusion de células con somia 1n (andlogas
a gametos), o de estas con una célula diploide, respectivamente. Este intercambio genético se ha
observado que tiene lugar preferentemente en el intestino de los flebotomos, ya que los intentos
de obtener hibridaciones en ratones fueron fallidas, aunque no se descarta que puedan ocurrir en

huéspedes mamiferos.

Se han observado también ciertas condiciones celulares y ambientales que favorecen este
proceso de hibridacion: acimulo de promastigotes embebidos en PSG en el intestino de los
vectores insecto, la aglomeracion y proximidad de células competentes a través de anticuerpos
IgM que activa posibles vias de apareamiento desconocidas a través de quorum sensing, € incluso

estrés genotdxico que desencadena respuestas meidticas para reparar el DNA.



Aunque no se han observado gametos dimorficos, los andlisis gendmicos muestran la
existencia de recombinacion entre cromosomas homologos, descendencia heterocigota para
marcadores donde las cepas parentales eran homocigotos para distintos alelos, y presencia de
alelos recombinados. Todo esto implica necesariamente un proceso de meiosis, recombinacion
homologa y segregacion nuclear ordenada. Aunque se han propuestos mecanismos parasexuales
alternativos similares a los descritos en hongos, en los que células diploides se fusionan para
generar células tetraploides que pierden aleatoriamente cromosomas hasta volver a 2n. Estos
supuestos intermediarios tetraploides parasexuales se han identificado ocasionalmente en moscas

como hibridos 4n.

2. Principales tipos de leishmaniosis

A continuacion, se indican las manifestaciones clinicas y principales especies que producen
los distintos tipos de leishmaniosis (Fig. 1). Aunque existe una asociacion bastante clara entre el
tipo de leishmaniasis y la especie de Leishmania infectante, un mismo parasito, dependiendo de la
respuesta inmunitaria del hospedador puede generar infecciones asintomadticas, lesiones

autocurantes o enfermedad grave.
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Figura 1. Arbol filogenético representativo de algunas especies del parasito Leishmania. Figura inspirada en

Alvar et al. (2006) y modificada con BioRender.

2.1. Leishmaniosis cutanea (LC) o Botdn de Oriente

La incidencia anual se estima en 1,5 millones de casos. E1 90% de los casos ocurren en

Iran, Afganistan, Siria, Arabia Saudi, Brasil y Peru.

Se manifiesta como pequeias lesiones cutaneas desarrolladas en los sitios de la picadura
del insecto. Normalmente esas lesiones se curan espontdneamente en pocos meses sin necesidad
de tratamiento. Sin embargo, estas lesiones con frecuencia dejan cicatrices desfigurantes
antiestéticas. Entre las especies que producen este tipo de afeccion estan: L. major, L. panamensis,

L. braziliensis, L. tropica, L. aethiopicay L. peruviana.

En individuos con una respuesta inmutaria celular deficiente se desarrolla una variante que
es la leishmaniosis cutdnea difusa. Las lesiones cutaneas no curan y se van diseminando, dando la

apariencia de un proceso lepromatoso. Se producen recaidas al interrumpirse el tratamiento.

2.2. Leishmaniosis mucocutanea o Espundia

Es producida por la infeccion de L. braziliensis, en la que tras la aparente resolucion de la
lesion cutdnea, a veces, muchos afios después, aparecen lesiones metastasicas en las mucosas bucal
y nasal. Las mucosas y el cartilago asociados son deteriorados hasta que se produce la

desfiguracion de la cara, incluso con mutilacion de la nariz y otras estructuras faciales.

2.3. Leishmaniosis visceral (LV) o Kala-azar

Es la forma mas grave y se produce una afeccion sistémica que se manifiesta con anemia,
esplenomegalia, hepatomegalia y caquexia progresiva. El desenlace es fatal si no se trata a tiempo,

y aun con un tratamiento correcto resulta mortal en un 15% de los casos.

Las especies que la producen son: L. donovani (en Africa, India y Asia), L. infantum (en el



litoral Mediterraneo y el Sudeste asiatico) y L. chagasi (en Latinoamérica). Anualmente se
producen 500.000 casos clinicos de LV y unas 70000 muertes, la mayoria son producidos por la
infeccion de L. donovani. Ademas, con cierta frecuencia estas especies viscerotropicas producen
epidemias con alta mortalidad. Por ejemplo, a principios de los 90, en el sur de Sudan se dio una

epidemia que causé 100.000 muertos sobre una poblacion de 1 millon.

Después de la recuperacion de la LV causada por L. donovani, y con menos frecuencia en
algunos casos de infecciones asintomaticas (15-20%), cierto nimero de personas desarrollan una
leishmaniosis cutanea cronica que se llama leishmaniosis dermal post-Kala azar (PKDL, Post Kala
azar Dermal Leishmaniasis). En la piel de estos pacientes aparecen un gran numero de papulas
donde se acumulan los parasitos; por este motivo, se piensa que estas personas van a favorecer la
transmision del parasito. El periodo entre la cura de la LV y el desarrollo de la afeccion PKDL
puede ir desde 2 hasta 10 afios. No existe una razon clara que explique por qué en algunas personas
se desarrolla PKDL y no en otras. Sin embargo, se han postulado ciertos factores como
favorecedores del proceso. Asi, por ejemplo, se ha planteado que la expresion aumentada en
algunas cepas del parasito de ciertas proteinas, como Gp63 o la PSA2 (Promastigote surface
antigen 2), podrian ser factores que aumenten el dermotropismo y favorezcan, en consecuencia, el
desarrollo de PKDL. Por otro lado, dado que las lesiones suelen desarrollarse en las zonas del
cuerpo mas expuestas a la luz, se ha planteado que la luz UV podria favorecer el desarrollo de
PKDL. Existen datos que sugieren un efecto inmunosupresor por parte de la luz UV. Actualmente
no se sabe el mecanismo de transicion de VL a PKDL. Pero se tiene claro que los pacientes
muestran un entorno cutaneo con Th2, Treg y macrofagos M2, que expresan IL-10, TGF-B y
enzimas que reducen especies reactivas, lo que permite la persistencia del parasito. Y es
precisamente la exposicion UV la que puede favorecer una posible induccion de citoquinas Th2 y
supresion local de la inmunidad celular. Y finalmente, también se han sugerido las caracteristicas

genéticas de los individuos como factores que pueden condicionar el desarrollo del PKDL.

Muchos autores consideran a L. infantum y L. chagasi como la misma especie, y se postula
que esta ultima fue introducida por los perros que los espafioles llevaron a la conquista de América.
Para estas dos especies el reservorio principal del parasito es el perro, mientras que los humanos

son el tnico reservorio conocido para L. donovani.



En los ultimos afos se esta haciendo patente el hecho de que mucha gente que es infectada
nunca desarrolla la enfermedad; algunos estudios indican que mas del 95% de las infecciones
nunca progresan a enfermedad. Esto es particularmente cierto para las infecciones de L. infantum.
Su nombre hace referencia a que las infecciones con este pardsito estaban practicamente
restringidas a nifios, siendo una enfermedad relativamente frecuente en la Europa mediterranea.
Después de la segunda guerra mundial, al mejorarse la nutricion de los nifios, su sistema

inmunitario se fortalecid, y la LV en nifos practicamente ha desaparecido.

Sin embargo, la enfermedad re-emergid, tanto en Europa como en Sudamérica, debido a
su asociacion con la inmunosupresion que produce el SIDA. En el periodo 1990-98 se reportaron
varios miles de casos, y la mayoria de ellos en Espaiia. Como ambos, HIV y Leishmania, pueden
invadir y replicar dentro de macrofagos, existen datos que indican que las interacciones entre
ambos patdgenos pueden exacerban los correspondientes procesos de infeccion. Afortunadamente,
con la introduccion de la terapia antirretroviral sumamente activa, se ha observado una clara

reduccion en el nimero de casos de co-infeccion L. infantum/HIV.

En resumen, la patogénesis va a ser el resultado de factores relacionados con el parasito y
con el sistema inmunitario del hospedador. En la figura 2 se muestra un diagrama en el que las
distintas manifestaciones clinicas de la infeccion se relacionan con un balance especifico entre el

parésito y el sistema inmunitario.

Enfermedades no Enfermedades no
autocurantes: autocurantes:
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Figura 2. Las diferentes relaciones entre el sistema inmune y el protozoo Leishmania son la causa de diferentes

enfermedades. Figura inspirada en Murray et al. (2005) y modificada con BioRender.
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3. Ciclo de vida

El ciclo de vida de todas las especies de Leishmania es muy similar (Fig. 3).
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Figura 3. Ciclo de vida del parasito Leishmania. Figura inspirada en Kaye et al. (2011) y modificada con BioRender.

El promastigote es la forma infectiva para humanos. El flebotomo infectado transmite el

parasito al inyectar los promastigotes en la piel del hospedador mamifero, junto con las secreciones

salivares cuando est4 alimentandose de la sangre.

Los promastigotes son rapidamente fagocitados por los macrofagos presentes en el sitio de

la picadura. Al menos para las infecciones con L. major, se ha encontrado que la presencia de
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parasitos apoptoéticos en el indculo es crucial para establecer la infeccion en el mamifero; si estos
se eliminan del inoculo infectante se observa una eliminacion completa del parasito como fuerte
de la fuerte respuesta inmunitaria generada. Esta mortalidad en la poblacion de parasitos ocurre de
forma natural en el intestino del vector y se observa la presencia de promastigotes con
caracteristicas apoptoticas, como es la presencia de fosfatidil-serina (PS) en la superficie celular.
El reconocimiento de PS sobre las células apoptoticas por parte de las células fagociticas conduce
a una respuesta no agresiva en la que se la respuesta inflamatoria es acallada a través de la secrecion
de TGF-B, IL-10 y PGEz, que son moléculas que ejercen un efecto tolerogénico sobre el sistema

Inmunitario.

Recientemente, se ha sugerido que los neutrofilos podrian resultar también infectados, ya
que son células que son reclutadas por la respuesta inflamatoria local, asociada a la inoculacion
del parasito. Asi, el dafio sobre los capilares y tejidos adyacentes producidos por la picadura del
insecto conducen a la produccioén de alarminas endoteliales, tales como la interleuquina 33 (IL-
33), que promueve el reclutamiento de neutréfilos. Los neutrdfilos son muy activos en la
fagocitosis del parasito, y éstos ultimos sobreviven dentro del fagosomas. Ademas, los neutroéfilos
infectados experimentan apoptosis y terminan siendo fagocitados por los macrofagos a través de
receptores que no activan las respuestas de defensa del macrofago. Asi, el parasito pasaria desde
el neutroéfilo al macrofago sin sufrir dafio. No obstante, algunos neutroéfilos podrian ser destruidos
como consecuencia de la infeccion del parasito, lo que libera las alarminas HMGB1 (high mobility
group protein BI) e IL-1p, que son quimioatrayentes de células dendriticas derivadas de monocitos
(moDCs, monocyte-derived DCs). Al llegar al sitio de infeccion, estas células van a ser infectadas,
actuando de vehiculo para el transporte del parasito hacia los nodulos linfaticos drenantes. Las
células dendriticas también actian como vehiculos para alcanzar los nddulos linfaticos, aunque
son infectadas mas tardiamente que los neutr6filos y macrofagos. Sin embargo, al ser infectadas,
las células dendriticas producen IL-12, que activa la respuesta Th1 y la produccion de IFN-y, que
activa a los macrofagos para generar NO. La internalizacion del parésito no activa estas vias en
macrofagos, lo que indica que las células dendriticas son clave para iniciar una respuesta
protectora, mientras que su infeccion mas tardia puede dar tiempo al pardsito para establecerse

antes de la activacion Thl (Fig. 4).
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Figura 4. Diferentes tipos celulares que son infectados por el protozoo Leishmania. Figura inspirada en Kaye et

al. (2011) y modificada con BioRender.

En el interior de las células, los promastigotes se transforman en amastigotes. Contrario a
L. tropica, L. mexicana o L. braziliensis, los amastigotes de L. donovani o L. infantum no quedan
restringidos a la piel, sino que son transportados hacia las visceras donde infectan nuevos
macréfagos. La replicacion subsiguiente que conlleva la muerte de la célula hospedadora produce
la expansion de la infeccion dentro del sistema reticuloendotelial (es decir, el bazo, la médula 6sea

y el higado). Aunque anteriormente se ignoraban las células no fagociticas en el proceso infectivo
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de Leishmania, actualmente se tiene constancia de que el parasito puede infectar multiples tipos
celulares no fagociticos. Lo destacable de esto, es que, al no poder eliminar eficazmente al parasito
de su interior, estas células actian como reservorios de larga duracion, promueven inflamacion y

sirven de sefiuelos o “caballos de Troya” que permiten la reinfeccion de macréfagos.

La mosca adquiere la infeccion al ingerir un macréfago infectado con la ingesta de sangre.
Al lisar el macrdfago, los amastigotes se transforman inicialmente en promastigotes prociclicos y
luego en promastigotes nectomonados, que se van a escapar de la matriz peritréfica y van a inter-
digitar su flagelo con los microvillis de las células del epitelio intestinal del insecto para evitar ser

excretados junto a los restos de la ingesta.

A continuacion, los nectomonados migran hacia la valvula estomodeal, donde se
transforman en promastigotes leptomonados. Los leptomonados, a su vez, van a generar dos
posibles formas: los promastigotes metaciclicos, con capacidad para infectar a los hospedadores
mamiferos, y los promastigotes haptomonados, que se anclan a la valvula estomodeal (Fig. 5). El
fuerte anclaje de los haptomonados a la estructura quitinosa de la valvula estomodeal impide que
pasen junto a los metaciclicos al hospedador mamifero, y de esta manera podrian ser también los
responsables de que el insecto vector permanezca infectado de por vida. Se ha observado que una
segunda ingesta de sangre por el flebotomo induce una “metaciclogénesis inversa” en el parasito,
de manera que los promastigotes metaciclicos se desdiferencian a leptomonas, retoman la division,

aumentando asi la carga parasitaria y produciendo vectores “superinfectivos”.

Las distintas formas de promastigotes se definen en base a caracteristicas morfoldgicas y
de tamafio. Asi, los promastigotes prociclicos tienen una longitud del cuerpo entre 6,5 y 11,5 pm,
y un flagelo mas corto que el cuerpo; el cuerpo de los nectomonados tiene una longitud mayor a
12 pum; los leptomonados tienen una longitud del cuerpo entre 6,5 y 11,5 um, pero un flagelo mas
largo que el cuerpo; los promastigotes metaciclicos tienen una longitud del cuerpo inferior a 8 pm

(anchura de 1 pm) y un flagelo mas largo que el cuerpo.

Aunque a primera vista las formas promastigote y amastigote parecen ser muy diferentes,
la estructura celular estd muy conservada (Fig. 5). Por delante del nucleo se encuentra el

kinetoplasto, que es una region de la mitocondria donde se localiza el DNA mitocondrial formado
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por miles de moléculas circulares concatenadas. El kinetoplasto esta conectado con el cuerpo basal
del que emerge el flagelo. En la base de flagelo se encuentra una invaginacién de la membrana
celular que recibe el nombre de bolsillo flagelar, lugar especializado en los procesos de endocitosis

y exocitosis y que esta conectado con el aparato de Golgi.
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Figura S. Partes del parasito Leishmania en su forma morfolégica promastigote (arriba) y amastigote (abajo)
y su ciclo de vida con sus diferentes ciclos celulares. En el centro de la figura se muestra el orden y el lugar

donde ocurre el ciclo de vida del parasito dentro del fleb6tomo. Figura inspirada en Sunter et al. (2017) y

modificada con BioRender.

El tiempo que necesitan los parasitos para completar su desarrollo en el mosquito es de 6-
9 dias, dependiendo de las especies. Las condiciones del tubo digestivo de los insectos son bastante
inhospitas y Leishmania ha tenido que evolucionar sistemas que le permitan sobrevivir. Por
ejemplo, estos parasitos secretan una gran cantidad y variedad de fosfoglicanos, que van a modular
la actividad de las enzimas digestivas. También estos pardsitos secretan filamentos de
proteofosfoglicano (fPPG), que forman una estructura similar a un gel donde quedan embebidos

los parasitos y que se conoce como PSG (promastigote secretory gel) y que llena el lumen del

intestino medio, lo que dificulta la alimentacion del insecto (Fig. 6).
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Figura 6. Distintas formas de promastigotes a lo largo del ciclo de vida en el vector. Figura inspirada en Kamhawi
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Esta formacion va a favorecer la transmision del pardsito, pues en sus intentos de
alimentarse va a regurgitar promastigotes metaciclicos en los lugares de la picadura (Fig. 7).
Ademas, se ha visto que el fPPG, inoculado junto a los parasitos va a favorecer la exacerbacion de
la enfermedad en animales de experimentacion. Los fPPG son secretados por Leishmania tanto en
el insecto vector como en cultivo. Estan compuestos fundamentalmente por fosfoglicanos
similares a LPG anclados a través de serinas a un esqueleto proteico, tal que cada dos aminoacidos
se ancla una molécula de fosfoglicano. La glicosilacion de fPPG supone aproximadamente el 75%

de la masa molecular. Su produccién estd asociada al proceso de metaciclogénesis.

r
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Figura 7. Modelo regurgitativo de transmision de Leishmania. Figura inspirada en Rogers (2012) y elaborada con
BioRender.

17



La transmision eficaz de los pardsitos por el insecto vector es favorecida por el proceso
degenerativo inducido por el parasito en la mosca. Asi, una actividad quitinolitica producida por
los parasitos dafa la valvula estomodeal (cardias o cibarial) del sistema alimentario de la mosca lo
que conduce al reflujo de la ingesta sanguinea (regurgitacion), lo que favorece la transmision del

parasito.
4. La superficie de Leishmania

La superficie de la forma promastigote de todas las especies de Leishmania estudiadas
hasta ahora presenta dos moléculas muy abundantes: el lipofosfoglicano (LPG) y la proteasa de
superficie gp63. Se estima que existen unas 2-5 10° copias de LPG y 5 10° copias de gp63 por
célula. Estas moléculas son los componentes mayoritarios del glicocalix que recubre a los
promastigotes. Tanto el LPG como la gp63 van a verse enriquecidos en la membrana de los
promastigotes metaciclicos, permitiendo una mayor eficiencia en la infeccién. Los promastigotes
prociclicos se transforman en metaciclicos a través del proceso llamado metaciclogénesis, que

ocurre en el intestino de los flebotomos.

La caracterizacion de la superficie de la forma amastigote ha sido de alguna forma
descuidada, sin embargo, es relativamente pobre en proteinas, y posee formas estructuralmente

distintas de lipofosfoglicanos fosforilados, llamadas GIPL (glicosil-inositol-fosfolipidos).

Obviamente, la superficie de estas dos etapas tiene otras proteinas tales como moléculas

transportadoras para la captacion de nutrientes.

4.1. El lipofosfoglicano (LPQG)

La estructura del LPG varia entre las distintas especies de Leishmania; sin embargo, en
todos los aislados caracterizados presenta una estructura donde se distinguen cuatro dominios (Fig.

8):

1) Un anclaje lipidico de fosfatidilinositol.
i1) Un "core" de glicano que contiene residuos de galactosa, manosa y glucosamina.

ii1) Una cadena de unidades de fosfodisacarido repetidas.
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iv) Una pequeia capucha ("cap") oligosacaridica.

Mientras que el anclaje lipidico y el “core” de glicano son idénticos en todas las especies
de Leishmania, se observan polimorfismos en la estructura “cap” y en las unidades de repeticion,
las que pueden estar no sustituidas, como en L. donovani, o sustituidas en diferente grado con

cadenas laterales oligosacaridicas en otras especies.

La estructura de este LPG experimenta alteraciones estructurales durante el ciclo de vida
del parasito lo que altera de forma marcada el comportamiento del parasito. Los promastigotes de
L. major modulan la estructura de su LPG variando el nimero de sus repeticiones sacaridicas, y
sus azucares terminales, aumentando la longitud del LPG durante la transformacion de los
promastigotes (que se dividen) no infectivos hasta los promastigotes metaciclicos infectivos (que
no se dividen). El nimero de repeticiones pasa de ser unas 15 en los promastigotes a unas 30 en
las formas metaciclicas. Esta alteracion es responsable de la liberacion de los promastigotes del

intestino medio y su habilidad para re-adherirse a zonas de la boca de la mosca de la arena.
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Figura 8. Estructura de LPG en promastigotes antes y después de la metaciclogénesis. Figura inspirada
en Ho et al y elaborada con Biorender.
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La elongacion y las modificaciones quimicas del LPG de las formas metaciclicas son
importantes en conferir resistencia al complemento. Mientras que los organismos prociclicos de
cultivos en fase logaritmica son extremadamente sensibles a la lisis mediada por complemento a

través de la via alternativa.

El LPG sirve como una molécula aceptora del complemento, siendo C3b el principal
producto de fijacion. La estructura elongada del LPG maduro lleva a la formacion de complejos
C5b-C9 demasiado lejos de la superficie para permitir la insercion dentro de la membrana del

parasito.

También se ha implicado al LPG en la interaccion con el macréfago a través de otros

receptores como son el receptor de la fibronectina y el receptor manosa-fucosa (ver mas adelante).

El LPG se ha encontrado que modula activamente el comportamiento del macréfago
interfiriendo con los mecanismos de activacion del macrofago y retirando radicales reactivos de
oxigeno que pudieran ser dafiinos para el parasito. Esta atenuacion del macrofago se consigue
mediante la interaccion del LPG con los receptores TLR 2 y 4 presentes en macréfagos y NK,
donde desencadena una sefalizaciéon mediada por ERK y p38 MAPK que modula la produccion
de especies reactivas de oxigeno (ROS) y de 6xido nitrico (NO). Al mismo tiempo suprime la

liberacion de citoquinas proinflamatorias.

4.2. La proteinasa de superficie Gp63 o MSP (Major Surface Protease)

Esta zinc-metaloproteasa es una proteina de superficie muy abundante que supone
alrededor del 1% del total de proteinas en la fase promastigote, siendo menor su abundancia en la

forma amastigote (~0,1%).

Esta proteasa pertenece a la clase de las metzincinas cuyos miembros presentan el motivo
HExxHxxGxxH, y un pro-péptido N-terminal que mantiene a la pro-enzima inactiva durante la

traduccion, y es retirado durante la maduracion y activacion.

Muchas, pero no todas, de las MSPs se encuentran ancladas a la cara externa de la

membrana plasmatica a través de un anclaje a GPI (glycosylphosphatidylinositol) por un residuo
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de asparagina que queda expuesto tras la escision de los 17 aminoacidos C-terminales.

Algunas MSPs se encuentran localizadas en el interior de los promastigotes y otras son

liberadas al medio.

La mayoria de las moléculas de MSP estan expuestas en la superficie del parasito y en
menor medida son liberadas. Las proporciones dependen del estadio del promastigote (prociclico
o metaciclico). La liberacion de MSP al medio ocurre tanto por la via secretora como mediante
auto-proteolisis en la membrana. Las moléculas de MSP secretadas por el bolsillo flagelar no
cuentan con el anclaje GPI. Ocasionalmente, unas moléculas MSP pueden proteolizarse a si

mismas, separandose del anclaje GPI y quedando libres en el medio.

Entre las funciones desempefadas por las MSPs estan (Fig. 9):

A) Resistencia a la lisis mediada por complemento. Se ha visto que estas proteasas van a romper
el componente C3b generando el fragmento C3bi, que es inactivo en la lisis mediada por

complemento.

B) Facilitar la fagocitosis de los promastigotes por los macrofagos a través de la interaccion con

receptores especificos del macrofago (ver mas adelante).

C) Degradacion de la matriz extracelular. Cuando son inoculados por el vector, los promastigotes
quedan depositados en la dermis y deben abrirse paso a través de la matriz extracelular. La MSP
es activa en la degradacion de componentes de la matriz extracelular tales como la fibronectina y

el colageno.

D) Resistencia a la muerte mediada por péptidos antimicrobianos (AMPs, antimicrobial peptides).
Los AMPs son unos componentes importantes de la inmunidad innata. Estos péptidos van a alterar
los potenciales de membrana de los microorganismos, lo que conduce a la muerte celular. La

expresion de MSP se correlaciona con la resistencia de Leishmania al efecto de algunos AMPs.

E) Supervivencia de los amastigotes en el interior del macréfago. Aunque se estima que los niveles

de MSPs en los amastigotes supone el 0,1% del total de proteinas (frente al 1% en las formas
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promastigote), la mayoria son secretadas como formas solubles y van a actuar neutralizando

actividades proteoliticas presentes en los lisosomas y liberadas en las vacuolas fagolisosomales.
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Figura 9. Enriquecimiento de MSP segiin estado del promastigote y funciones asociadas. Figura inspirada en
Yao (2010) y elaborado con BioRender.

Experimentos con mutantes de delecion para gp63 en L. major han demostrado que esta
proteina es un factor de virulencia cuando el parésito se encuentra en el hospedador vertebrado,

mientras que parece no ser necesaria para el desarrollo en el intestino del mosquito.
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5. Evasion del sistema de complemento

Las formas promastigotes, extracelulares no infectivas (prociclicas) son sensibles a la lisis
directa por el sistema del complemento. Los promastigotes metaciclicos, que son las formas
altamente infectivas transmitidas por las moscas, en cambio, son relativamente resistentes a la lisis

por complemento.

Esto se explica por la liberacion espontanea de los complejos C5b-C9 de la superficie del
parésito, que puede estar unido a la elongacion de las cadenas de fosfodisacaridicas del LPG que

se observa durante la metaciclogénesis.

Ademas, ciertas protein-quinasas, cuya expresion aumenta en las formas metaciclicas, se
han implicado en la fosforilacion de algunos componentes del sistema del complemento (C3, C5

y C9) con la subsiguiente inhibicion de las vias clasica y alternativa del complemento.

La metaloproteinasa de superficie gp63, mas abundante también en las formas
metaciclicas, también parece estar implicada en la resistencia a la lisis mediada por complemento.

Ademas, gp63 acelera la conversion de C3b a C3bi.

Leishmania asegura esta conversion mediante otro mecanismo. Es capaz de reclutar el

factor H y el factor I, que van a convertir el C3b depositado en membrana en C3bi.

C3bi, ademas de impedir la formacion de la convertasa C5 y bloquear la cascada del
complemento, funciona como una opsonina para Leishmania y facilita su union al receptor del
complemento tipo 3 (CR3) de los macrofagos, el receptor predominante para la entrada de los
metaciclicos. El anclaje y entrada via CR3, en lugar de CR1, tiene una ventaja para el parasito, ya
que inhibe la producciéon de IL-12 y no se dispara la produccion de radicales de oxigeno durante

la fagocitosis.
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6. Entrada de Leishmania en las células hospedadoras y los receptores
implicados

Tras la inoculacion de Leishmania en la piel del mamifero por la picadura del insecto
vector, los promastigotes metaciclicos infecciosos son rapidamente reconocidos y fagocitados por
neutrofilos y macrofagos locales, que les proporcionan un refugio temporal. Estas células son las
primeras que migran al sitio de inoculacioén, probablemente en respuesta a componentes de la
saliva del flebotomo. En su interior, los parasitos pueden sobrevivir y ser transportados a otros

tejidos.

Leishmania es un parésito intracelular obligado con una marcada preferencia por células

mieloides, incluyendo monocitos, macrofagos, células dendriticas y neutrofilos.

En modelos murinos, se ha descrito que los neutrofilos capturan inicialmente a los
promastigotes en el sitio de la picadura y posteriormente son fagocitados por macrofagos y
monocitos, transfiriendo el parasito a estas células. Este mecanismo, conocido como el modelo del
“caballo de Troya”, facilita la entrada silenciosa del parasito en los macrofagos, considerados las

células hospedadoras definitivas.

Aunque los fagocitos representan el nicho principal del parasito, se ha demostrado que
otros tipos celulares (como fibroblastos, linfocitos B y células madre mesenquimales) pueden
infectarse. Estas células generan cantidades reducidas de 6xido nitrico (NO), especies reactivas de
oxigeno (ROS) y otras moléculas microbicidas, lo que las convierte en ambientes relativamente
seguros para el parasito. No obstante, se considera que estas células funcionan principalmente

como nichos secundarios o reservorios silenciosos.

Los macrofagos ocupan un papel central en la respuesta del huésped frente a la infeccion
por Leishmania. Por un lado, constituyen la célula en la que el parasito puede sobrevivir y
replicarse; por otro, son efectores clave del sistema inmune, cuentan con una potente capacidad
microbicida mediada por la produccion de ROS y NO y por la degradacion lisosomal. Ademas,
los macréfagos procesan antigenos para su presentacion por MHC-1 y MHC-II, y expresan

moléculas coestimuladoras como CD80 (B7-1) y CD86 (B7-2), lo que les confiere la capacidad de
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activar linfocitos T CD4+ y CD8+ especificos de antigeno, actuando como puente entre la

inmunidad innata y la adaptativa.

Algunos estudios sugieren que el flagelo participa en la interaccion inicial del promastigote
con el macrdfago, este podria actuar como punto de anclaje facilitando el contacto con la superficie
celular. Sin embargo, la entrada de Leishmania en las células hospedadoras ocurre principalmente
mediante fagocitosis. Este es uno de los motivos que explica la preferencia de Leishmania (y otros

muchos patogenos) por los macrofagos como huéspedes.

El mecanismo fagocitico especifico varia en funcion de la especie del parésito, el estadio
(promastigote o amastigote) y el tipo de célula infectada. En términos generales, Leishmania evita
receptores altamente proinflamatorios y utiliza preferentemente receptores que inducen una
sefializacion inflamatoria y microbicida atenuada, creando un entorno favorable. En este contexto,
la fagocitosis no depende de una unica interaccidon receptor—ligando, sino de la participacion
coordinada y redundante de multiples receptores del huésped y moléculas de superficie del parasito

(en ocasiones mediadas por opsoninas derivadas del hospedador).

Entre los receptores mas relevantes implicados en la entrada de Leishmania destacan los
receptores del complemento. Especialmente CR3, que reconoce fragmentos de complemento
inactivados como iC3b. La conversion de C3b en iC3b acelerada por gp63 favorece la fagocitosis
via CR3, que se asocia con una activacion inflamatoria limitada, permitiendo una entrada
“silenciosa”. En contraste, CR1 se une con C3b y participa en la captaciéon de microorganismos
opsonizados de forma clésica, pero esta via se asocia con una respuesta mas proinflamatoria que
puede ser menos ventajosa para Leishmania. De este modo, gp63 no sélo favorece la interaccion
de Leishmania con el macrofago y su consecuente fagocitosis, sino que también promueve su

evasion del sistema inmune.

Otros receptores implicados incluyen el receptor de manosa (MR) y DC-SIGN, una lectina
tipo C expresada en macrofagos y células dendriticas. Estos reconocen glicoconjugados ricos en
manosa presentes en la superficie de Leishmania (como LPG). Asimismo, gp63 puede
interaccionar de forma directa o indirecta (a través de la union a fibronectina) con el receptor de

la fibronectina del huésped.
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Ademés, Leishmania modula activamente la respuesta fagocitica mediante la exposicion
de fosfatidilserina (PS) en su superficie, una senal tipica de células apoptdticas. El reconocimiento
de PS por receptores especificos del huésped induce una fagocitosis asociada a senales
antiinflamatorias, caracterizada por la produccion de citocinas como TGF-f e IL-10,

contribuyendo a la generacion de un entorno intracelular permisivo.

En fases mas tardias de la infeccion, cuando se ha establecido una respuesta humoral, los
receptores Fcy adquieren mayor relevancia. Los amastigotes, que expresan niveles reducidos de
LPG y gp63, son opsonizados por anticuerpos IgG (principalmente IgG1) y su entrada en los

macroéfagos es mediada preferentemente por receptores Fcy. (Fig. 10)
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Figura 10. Vias de entrada de Leishmania en células huésped. Los promastigotes y amastigotes de Leishmania
utilizan multiples receptores para entrar en macrofagos (principalmente) y neutréfilos. Figura inspirada en Petersen-

Kaiser y Descoteaux (2015), elaborada con BioRender.
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Por ultimo, cabe destacar que, aunque la fagocitosis es la via predominante, en modelos
murinos se ha demostrado que Leishmania también puede internalizarse mediante vias

alternativas, como endocitosis dependiente de caveolina.

7. Supervivencia del parasito dentro de las células fagociticas

Tras su fagocitosis, Leishmania queda confinada en un compartimento intracelular, la
vacuola parasitofora (VP), dentro de la cual completa su ciclo de vida. La biogénesis de la VP
representa una adaptacion evolutiva clave que permitid a Leishmania, un parasito originalmente
extracelular, vivir y multiplicarse en un hébitat poco hospitalario. Lejos de ser un simple refugio,
la VP es un nicho dindmico que el parésito remodela activamente en funcién de sus requerimientos

metabolicos y de supervivencia.

También, existen diferencias estructurales dependientes que reflejan adaptaciones
especificas de especie. Por ejemplo, mientras que algunas como L. donovani se desarrollan en una
vacuola Unica y compacta, otras como L. mexicana inducen la formacion de grandes vacuolas

expansivas capaces de albergar numerosos amastigotes.

7.1. Supresion de la sintesis de moléculas leishmanicidas

Durante la fagocitosis, la formacion de la VP depende de la maquinaria de la célula
huésped. Leishmania recluta componentes del reticulo endopladsmico (RE) y del aparato de Golgi
hacia la membrana vacuolar, incorporando proteinas residentes del RE como calnexina y
calreticulina, asi como proteinas SNARE (por ejemplo, Sec22b y sintaxina-5), que contribuyen a

la biogénesis y expansion de la vacuola (Fig. 11).
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Figura 11. Formacién y maduracion de la vacuola parasitéfora de Leishmania en macréfagos. Tras la fagocitosis
del promastigote, Leishmania retrasa la maduracion del fagosoma. Cambios en el pH, la temperatura y la
disponibilidad de hierro favorecen la diferenciacion a amastigote y su proliferacion. Figura inspirada en Pedinovskaia

y Descoteaux (2015), elaborada con BioRender.

Inicialmente, los promastigotes metaciclicos inducen un retraso transitorio en la
maduracion de la VP, un paso critico que permite su diferenciacion hacia la forma amastigote (Fig.

12). En L. donovani, este proceso se asocia con la retencion de marcadores de endosoma temprano

como Rab5.
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Figura 12. Modulacion de la maduracion del fagosoma por Leishmania. Los promastigotes retrasan la maduracion

del fagosoma mediante acumulacion de F-actina, exclusion de la V-ATPasa e inhibicion del ensamblaje de la NADPH

oxidasa. Figura inspirada en Moreno y Descoteaux (2012), elaborada con BioRender.

El lipofosfoglicano (LPQG), altamente expresado en la superficie de los promastigotes,
desempefia un papel crucial. Tras la internalizacién, el LPG se transfiere rapidamente desde la
superficie del parésito a la membrana de la VP, donde altera sus propiedades fusogénicas. En
concreto, interfiere con la interaccion de proteinas clave en la maduracion fagolisosomal, como la
sinaptotagmina V, la catepsina D y la ATPasa vesicular, limitando la acidificacion y la exposicion
a enzimas hidroliticas. Ademas, el LPG induce la acumulacion de actina-F alrededor de la VP,
generando una barrera fisica que dificulta la fusion con lisosomas. Esto tltimo se debe a la
retencion de la GTPasa Cdc42 en el fagosoma y el reclutamiento de la maquinaria de

polimerizacién de actina (WASP, Arp2/3 y otras).
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El retraso en la formacion del fagolisosoma es una estrategia temporal que permite al
promastigote completar su diferenciacion a amastigote, una forma considerablemente mas

resistente al pH 4cido y a las enzimas del fagolisosoma.

Una vez completada la diferenciacion, la VP se acidifica (pH 4.7-5.2) y adquiere
marcadores lisosomales (Rab7 y LAMP-1, entre otros). A diferencia de la mayoria de los
microorganismos, los amastigotes de Leishmania estan exquisitamente adaptados a este entorno,

siendo metabdlicamente mas activos a pH acido que a pH neutro.

Esta adaptacion permite al parésito aprovechar el gradiente de protones generado a través
de la membrana de la VP para facilitar la captacién de glucosa, aminoacidos y otros nutrientes
esenciales. En esta etapa, la expresion de LPG disminuye notablemente, mientras que se
incrementa la presencia de moléculas especificas de la forma amastigote, como las amastinas, cuya

expresion se ha relacionado con la morfologia y el volumen de la vacuola.

Para resistir la accion de las hidrolasas lisosomales y otros mecanismos microbicidas, los
amastigotes producen formas secretadas de gp63 activas a pH acido, capaces de inactivar enzimas
proteoliticas del huésped. De forma complementaria, Leishmania expresa y secreta enzimas
antioxidantes (como peroxidosinas y superdéxido dismutasas), que neutralizan especies reactivas

de oxigeno y nitrogeno, principales moléculas leishmanicidas del macrofago.

Asimismo, se ha visto que los macrdofagos infectados acumulan cuerpos lipidicos en su
citoplasma, que pueden ser utilizados por el parasito como fuente de energia. Por ejemplo, en L.
donovani, se ha descrito que gp63 al escindir Dicer, provoca una desregulacion de microARNs
que favorece la biogénesis de estos cuerpos lipidicos y su posterior reclutamiento a la vacuola
parasitofora, contribuyendo al aporte de recursos metabolicos esenciales para la supervivencia y
proliferacion del amastigote. En conjunto, la fusion de lisosomas y de vesiculas derivadas del RE

y del aparato de Golgi con la VP es una via adicional para la adquisicion de nutrientes.

Para que la infeccion se establezca y persista, Leishmania debe interferir con los principales
mecanismos leishmanicidas del macréfago: la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)

mediada por la NADPH oxidasa, y la sintesis de 6xido nitrico (NO), catalizada por la iNOS (Fig.
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Figura 13. Efectos de Leishmania sobre la respuesta del macrofago. Figura inspirada en Bogdan y Rollinghoff

(1998), elaborada con BioRender.

El LPG inhibe la activacion de la proteina quinasa C (PKC), alterando la fosforilacion de
proteinas implicadas en el ensamblaje del complejo NADPH oxidasa e impidiendo su correcta
localizacion en la membrana del fagosoma. Como consecuencia, la produccion de ROS disminuye
significativamente. De forma complementaria, gp63 también contribuye a la supresion del estrés

oxidativo mediante la escision de PKC y otros componentes reguladores de la NADPH oxidasa.

En relacion con la produccion de NO, diversos factores interfieren con la expresion y
actividad de iNOS. Gp63 puede acceder al citosol del macréfago y activar la fosfatasa SHP-1, un

regulador negativo de la sefializacion inducida por IFN-y y de la transcripcion de iNOS. Ademas,
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glicolipidos relacionados con el LPG (como las GIPLs, y proteinas asociadas como KMP-11)
actian como inhibidores directos o indirectos de la iNOS, reforzando la supresion de este

mecanismo microbicida.

A nivel de sefalizacion, el LPG activa la via ERKI1/2, promoviendo un perfil
antiinflamatorio en el macréfago. Este estado se caracteriza por la supresion de mediadores clave
como IL-12, TNF-a e iNOS, esenciales para el control de la infeccion. Ademas, el LPG interfiere
con la sefializacion dependiente de TLR4 (mediante la inhibicion de IRAK), bloqueando la

translocacion nuclear de NF-kB y, con ello, la activacion de respuestas proinflamatorias.

Ademas, aunque parezca contradictorio, se ha descrito que el LPG puede activar la via no
canonica del inflamasoma a través de caspasa-11 y NLRP3, induciendo una liberacion controlada
de IL-1pB. No obstante, esta respuesta inflamatoria resulta insuficiente para eliminar al parésito y
podria contribuir al establecimiento de una inflamacidn cronica compatible con la persistencia de

la infeccion.

Mas alla de la inhibicion de mecanismos microbicidas, la supervivencia intracelular de
Leishmania depende de una profunda reprogramacion funcional del macrofago, orientada a crear

un entorno inmunoldgico permisivo para el parasito.

A nivel de sefializacion, el lipofosfoglicano (LPG) activa la via ERK1/2, promoviendo un
perfil antiinflamatorio caracterizado por la supresion de mediadores clave como IL-12, TNF-a e
INOS, esenciales para el control de la infeccion. De forma complementaria, el LPG interfiere con
la senalizacion dependiente de TLR4 (mediante la inhibicion de IRAK), bloqueando la

translocacion nuclear de NF-xB y comprometiendo la activacion de respuestas proinflamatorias.

De manera aparentemente contradictoria, se ha descrito que el LPG puede activar la via no
canodnica del inflamasoma a través de caspasa-11 y NLRP3, induciendo una liberacion controlada
de IL-1PB. No obstante, esta respuesta inflamatoria resulta insuficiente para eliminar al parasito.
Algunos estudios consideran que podria contribuir a establecer una inflamacion crénica

compatible con la persistencia de la infeccion.

En paralelo, gp63 escinde multiples proteinas del huésped, incluyendo componentes de
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mTORCI1, MARCKS y proteinas asociadas al citoesqueleto, alterando el trafico vesicular y la
organizacion de la actina. La inhibicion de la via mTORC1/4EBP1 conduce a una supresion global

de la sintesis proteica del hospedador, limitando la produccion de factores antimicrobianos.

Asimismo, gp63 interfiere con la sefializacion inducida por IFN-y mediante la inhibicion
de STATI, bloqueando la transcripcion de genes clave como IL-12 y MHC-II. Ademas, inactiva
IRAK-1 y escinde directamente la subunidad p65 de NF-«kB, reforzando la inhibicidon de vias
proinflamatorias dependientes de TLRs. Estos efectos a su vez se ven potenciados por el factor de
elongacion eEF-1a del parasito, que activa la fosfatasa SHP-1 e inhibe de forma coordinada las

vias MAPK y STATI.

Adicionalmente, la degradacion de c-Jun compromete la actividad del factor de
transcripcion AP-1, reforzando la disminucion de la expresion de iNOS, de componentes del

complejo NADPH oxidasa y de citocinas proinflamatorias como IL-12 y TNF-a.

Como resultado de todos estos mecanismos, el macréfago pierde progresivamente su
capacidad microbicida y de presentacion antigénica, convirtiéndose en un nicho permisivo para la

supervivencia y proliferacion del parésito.

Ademas de la accion directa de sus factores de virulencia, Leishmania utiliza mecanismos
de comunicacion vesicular para regular su entorno. Los promastigotes metaciclicos explotan la via
secretora clasica del huésped (RE—Golgi) y el bolsillo flagelar para liberar vesiculas extracelulares,
0 exosomas, que contienen proteinas (como gp63 y LPG), ARN y complejos ribonucleoproteicos.
Experimentalmente, se ha constatado un aumento en la liberacion de exosomas cuando los
promastigotes se incuban a 37°C y pH bajo (condiciones en las que se encuentra el parasito tras la

inoculacion por parte del insecto vector en el hospedador mamifero).

Estas vesiculas pueden actuar tanto sobre la célula infectada como sobre células vecinas
no infectadas, alterando la funcion de macréfagos y células dendriticas, y favoreciendo un entorno
inmunologico permisivo. Estudios recientes han demostrado que los exosomas presentan firmas
proteicas especificas de especie y cepa, € incluyen componentes asociados a la resistencia a

farmacos. En determinadas especies, estas vesiculas pueden actuar como vehiculos para el virus
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ARN de Leishmania (LRV1), amplificando la transmision y virulencia parasitaria mediante el
aumento de factores como gp63 y la supresion de mediadores proinflamatorios (IL-12, IL-1p, IL-

18 y NLRP3).

En conjunto, la comunicacién vesicular contribuye a extender y sostener la evasion
inmunitaria mas alla de la célula inicialmente infectada, reforzando la persistencia de Leishmania

en el huésped.

7.2. Modulacion de la apoptosis del macrofago

Durante la infeccion por Leishmania, el macréfago desempena un papel dual: un potencial
agente microbicida altamente efectivo y un nicho intracelular para el desarrollo del parésito. En
este contexto, las alteraciones en la velocidad del proceso apoptotico del macrofago pueden ser

determinantes para la supervivencia del parasito in vivo.

En el caso de L. donovani, se ha observado que macrofagos derivados de médula dsea
infectados con promastigotes o tratados con LPG presentan una supervivencia prolongada en
comparacion con macrofagos control. El efecto protector del LPG sobre la apoptosis mimetiza el
efecto observado con la adicion de TNF-a y GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor). Curiosamente y, de forma consistente, ambas citoquinas son inducidas en
macréfagos tras la infeccion por L. donovani, contribuyendo a la proteccion frente a la apoptosis

tanto de los macréfagos infectados como a los que se encuentran en las proximidades.

7.3. Adquisicion de hierro en el fagosoma

El hierro es esencial en muchas vias metabdlicas, pero es toxico si estd en exceso debido a
sus propiedades oxidorreductoras. La remarcable capacidad que tiene el hierro para perder o ganar
un electron, oscilando entre los estados ferroso y férrico, le hace ser un cofactor frecuente de

muchas enzimas y proteinas. En Leishmania, el hierro es importante en las siguientes enzimas. El
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citocromo b5 (CytB5) actiia como un componente del sistema de las desaturasas de acidos grasos.
En la sintesis del ergosterol, un componente esencial en las membranas de este parasito, interviene
la esterol-14-a-desmetilasa CYP51, que tiene como cofactor al citocromo p450 (que contiene un
grupo hemo). El citocromo ¢ mitocondrial es una hemoproteina que desempefia un papel clave en
la transferencia de electrones durante la fosforilacion oxidativa. La superéxido dismutasa
dependiente de hierro (Fe-SOD) ayuda a proteger al parasito del estrés oxidativo al catalizar la
dismutacion de los radicales superdxido en H2O2 y Os. El hierro es también un cofactor de las
ribonucleodtido-reductasas de Leishmania, enzimas clave para la biosintesis de novo de

desoxinucleotidos que son necesarios para la sintesis de DNA.

La forma més frecuente de encontrar el hierro inorganico es el i6n férrico (Fe*"), pero es
insoluble a pH fisiologico. En los mamiferos, el i6n férrico es transportado unido a la proteina
transferrina. Las células contienen receptores para la transferrina, que van a mediar su
internalizacién mediante endocitosis; cuando la vacuola endocitica se acidifica, el Fe** queda libre.
Para cruzar la membrana el Fe** tiene que ser reducido a Fe?", una forma altamente reactiva cuya
concentracion debe estar muy controlada. La reduccion es realizada por una reductasa férrica y el
Fe?" es translocado al citosol a través del transportador de membrana endosomal Nramp1/DMT1
(también llamado Slcllal o Lsh). De hecho, existen estudios que han asociado ciertos
polimorfismos en el gen Slcllal y la susceptibilidad a leishmaniasis, lo que sugiere un papel

relevante de este transportador en cuanto al resultado de la infeccion por Leishmania.

El acceso al hierro es fundamental para la supervivencia de Leishmania en el fagosoma
(Fig. 14). Los amastigotes pueden utilizar el i6n ferroso (Fe?*) al igual que la hemina (hemo
oxidado a Fe**) y la hemoglobina. Para la captacion del hierro, Leishmania posee la proteina LFR1,
una reductasa férrica asociada a la membrana plasmatica que se va a encargar de reducir el Fe** a
Fe?". Este Giltimo va a ser translocado al citoplasma internalizado por su propio transportador de
hierro, LIT1. La expresion de LFR1 y de LITI esta regulada por la disponibilidad de hierro,
aumentandose cuando la concentracion de este i0n es muy baja. Lineas de parasitos carentes de

estos genes son incapaces de sobrevivir en las vacuolas parasitoforas del macrofago.
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Figura 14. Mecanismos de adquisicion de hierro por Leishmania en el interior de los macréfagos. Figura
inspirada en Podinovskaia & Descoteaux (2015) y modificada con Biorender.

Leishmania posee también un transportador de hemo, LHR1, un receptor de hemoglobina
(HbR) y una proteina de la familia ABC, LABCGS, con capacidad de translocar el grupo hemo al
citoplasma. Cabe indicar que Leishmania carece de la capacidad de sintetizar de novo el grupo

hemo.

Por otro lado, Leishmania produce TXNPx (triparredoxina peroxidasa), que inhibe al
transportador de cationes Nramp en su labor de sacar hierro fuera de la vacuola parasitofora y, en
consecuencia, la concentracion de hierro en el fagosoma no disminuira. Al mismo tiempo, al no
llegar el hierro al citoplasma, se activa la expresion del receptor de la transferrina (TfR) en la
membrana, lo que conduce a incrementar la captacion de hierro unido a transferrina que, a través

de la via endocitica, terminara en la vacuola parasitofora.

Ademas, la respuesta inflamatoria inducida por la infeccion del parasito va a promover la
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expresion aumentada de la hormona hepcidina, cuyo efecto seré el de promover la degradacion del
exportador de hierro, ferroportina, lo que tendra como efecto una retencion del hierro en los
macrofagos, lo que redunda en una mayor disponibilidad de hierro para Leishmania. Existen datos
que han implicado a la citoquina IL-6 como necesaria, y suficiente, para inducir la produccién de
hepcidina durante la respuesta inflamatoria que acompafia a la infeccion. La interaccion de IL-6
con IL-6R (receptor de IL-6) activa STAT3 que se une al promotor de hepcidina e induce su

produccion.

Aunque el hierro es necesario para el crecimiento del parasito, también es toxico y altamente
reactivo, por lo tanto, su acumulacion dentro de las células requiere un control meticuloso lo que
lleva a Leishmania a mantener un equilibrio delicado. Esta afirmacion se sustenta en la observacion
de que el suministro de suplementos de hierro a ratones infectados resulta en una reduccion de la
carga parasitaria, limitando asi el desarrollo de la leishmaniasis cutanea y visceral. De hecho, se
ha informado que la sobrecarga de hierro confiere una defensa contra la infeccion por L. major

mediante una produccion excesiva de estallido oxidativo (oxidative burst).

8. Respuesta inmunitaria frente a la infeccion por Leishmania

La infeccion con Leishmania puede conducir bien a un proceso infeccioso clinicamente
silente 0 a un espectro de enfermedades, dependiendo de la especie del parésito y de las

caracteristicas genéticas del hospedador.

La infeccion de cepas de raton con L. major constituye un modelo excepcionalmente bien
estudiado para la inmunorregulacién que ocurre durante una respuesta mediada por células frente

a un patogeno intracelular.

Los ratones de la mayoria de las cepas (p. ej., C3H/He, CBA, C57BL/6, 129/Sv/Ev)
resuelven espontdneamente sus lesiones cutaneas (ratones resistentes). En cambio, algunas cepas
de ratones (p. ej., BALB/c) desarrollan enfermedad cutanea severa, una multiplicacion

descontrolada del parasito y una diseminacion sistémica a distintos érganos (ratones susceptibles).
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El hallazgo principal que se ha obtenido con este modelo es la observacion de que el control
de la infeccion se correlaciona con una fuerte respuesta celular Thl que asegura la produccion de
citoquinas activadoras del macrofago, particularmente IFN-y por parte de los linfocitos T CD4"

(Fig. 15).

La susceptibilidad de la cepa BALB/c se asocia con un desarrollo de una respuesta celular
Th2 que es incapaz de mediar la activacion del macroéfago y que suprime activamente las acciones

de las citoquinas derivadas de la respuesta Th1. La respuesta Th2 potencia una respuesta humoral.

En un nimero grande de estudios, se ha visto que el IFN-y recombinante es capaz de activar
a macrofagos infectados tanto de ratones susceptibles como resistentes para matar a L. major in
vitro. Estudios in vitro han mostrado claramente que la funcion efectora anti-Leishmania de las
células Th1 es mediada por IFN-y. Se sabe que esta citoquina (en sinergia con el TNF-a producido

endogenamente por los macrofagos) induce la sintesis de la iNOS (Fig. 15).
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Figura 15. Mecanismos de la respuesta inmunitaria tipo Thl frente a Leishmania. Figura inspirada en
Olekhnovitch & Bousso (2015) y modificada con Biorender.
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La actividad de las células NK y la produccion de IFN-y en los ratones resistentes a L.
major es absolutamente dependiente de la presencia de IL-12. IL-12 parece conferir proteccion no
solo a través de la induccion de IFN-y sino también por la supresion de la produccion de IL-4 y la

diferenciacion de Th2.

Como un refuerzo a la importancia de IL-12 en la proteccion frente a la infeccion de
Leishmania esta el hecho experimental de que la inmunizacion con una combinacion de antigenos
de Leishmania e 1L-12 conduce al desarrollo de una respuesta tipo Thl en ratones BALB/c
susceptibles y, consecuentemente, a un llamativo nivel de proteccion frente a la infeccion del

parasito.

La IL-4 se encuentra entra las citoquinas anti-protectoras en el modelo raton y L. major,
dado que se asocia con la expansion de las células Th2 que estan relacionadas con un resultado

desfavorable de la infeccion.

Hasta ahora se considera que ni las células B ni los anticuerpos especificos de Leishmania
desarrollan funciones protectoras significativas en leishmaniasis humanas o de raton. En cambio,
las células B y los anticuerpos mas bien contribuyen a la progresion de la enfermedad. Asi, la
administracion pasiva de anticuerpos IgG frente a antigenos de Leishmania conduce al desarrollo
de lesiones mas graves en ratones BALB/c, lo que se acompaiia con la produccion de altos niveles
de IL-10. De hecho, existe una correlacion entre altos niveles de anticuerpos anti-Leishmania y la

rapida progresion a enfermedad.

La susceptibilidad y resistencia a la infeccion por Leishmania en el modelo raton también
se asocia con la aparicion de una subserie de linfocitos T llamados T reguladores (Treg) y con los
niveles de la citoquina IL-10. Los ratones BALB/c deficientes en IL-10 son resistentes a la

infeccion, lo que asocia la presencia de esta citoquina a la progresion de la infeccion.

Los linfocitos Treg, a través de la produccion de IL-10, ejercen un efecto supresor de la
respuesta celular, en general, y la especifica de antigenos de Leishmania, en particular, lo que

favorece la multiplicacion del parasito.
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Ademas, IL-10 es un potente inhibidor de la produccion de IFN-y y, por otro lado, su

presencia favorece la persistencia del parasito en los sitios de inoculacion.

La via comun que media la destruccion del parasito por los macréfagos de raton implica la
produccion de 6xido nitrico (NO) por la 6xido-nitrico sintasa inducible (iNOS). De hecho, los
ratones deficientes en iNOS no tienen capacidad para controlar la infeccion por L. major. Ademas,
por otro lado, la inhibicion de la produccion de NO hace que el macréfago sea incapaz de restringir
la replicacion de L. major in vitro, y la administracion de inhibidores de iNOS a, de otra forma,
ratones resistentes suprime la capacidad para controlar la infeccion (Fig. 16). Asi, se piensa que
una vez que las lesiones clinicas son curadas, la produccion de NO controla la multiplicacién de

los pocos parasitos que persisten asintomaticamente en la piel y en los nédulos linfaticos.
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Figura 16. Dinamica de la carga parasitaria de Leishmania en ratones C57BL/6 bajo distintas condiciones
experimentales. L-NIL: L-N6-(1-iminoetil)lisina. Figura inspirada en Olekhnovitch & Bousso (2015) y modificada
con Biorender.

Sin embargo, la respuesta inmunitaria a la infeccion y durante la progresion a enfermedad
en humanos infectados con Leishmania no parece seguir unos patrones tan definidos como en el

raton, al menos para la leishmaniasis visceral. Asi, aunque la ausencia de una respuesta Thl
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especifica de antigeno en las células monociticas de sangre periférica de pacientes con LV se
piensa que estd relacionada con la progresion a enfermedad, el descubrimiento de que estos
pacientes presentan niveles elevados de IFN-y en los tejidos dafiados, al igual que niveles elevados
de citoquinas proinflamatorias (IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IL-15, IP-10 (/FN-y-inducible protein 10),
MIG (monokine induced by IFN-y), IFN-y y TNF-a) en el suero, indica que el defecto inmunitario
no se puede explicar simplemente por una tolerancia inmunitaria o una polarizacion Th2. De
hecho, la pérdida de peso, que es una caracteristica de la LV, se relaciona con la sobreproduccion

de citoquinas con actividad catabolica tales como la IL-1 y el TNF-a.

Se piensa que la mayoria de las personas que son infectadas por especies viscerotropicas
de Leishmania nunca desarrollan la enfermedad. Hay estudios que relacionan la VL con ciertos
polimorfismos del gen NRAMP1/SLC11IA, gen que se implica en la capacidad de los macréfagos
para controlar la replicacion de patogenos intracelulares, incluida Leishmania. También se ha

asociado con polimorfismos en el gen IL-2R, que regula la activacion de linfocitos T.

Por otro lado, la LV suele afectar a poblaciones con un déficit nutricional, en los que
infecciones con helmintos es muy comtn. La malnutricion es causa de disminucion tanto de la
inmunidad innata como de la funcién de los linfocitos T, y la exposicion a helmintos puede
balancear el equilibrio Th1/Th2 a favor de Leishmania. Ademas, tras la pubertad, se observa un
incremento en los casos de LV en hombres, lo que sugiere que cambios hormonales pueden influir
en la susceptibilidad. De hecho, experimentalmente, se ha demostrado que la testosterona aumenta

la replicacion del parasito.

La regulacion de la produccion de TNF-a parece importante para el proceso de formacion
y mantenimiento de los granulomas (Fig. 17). Sin embargo, cuando se produce a niveles muy
elevados, el TNF-a puede tener un efecto exacerbante de la enfermedad. Niveles elevados de TNF-
o podrian promover la generacion de linfocitos T productores de IL-10 como una respuesta

homeostatica a la excesiva inflamacion.
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Figura 17. Balance inmunolégico e infeccién por Leishmania. Figura inspirada en Nylén & Sacks (2007) y

modificada con Biorender.

Existe una clara asociacion entre la produccion de IL-10 y la LV. Asi, los pacientes con
enfermedad activa tienen niveles elevados de IL-10 en el suero. IL-10 es una citoquina reguladora
que puede ser producida por células T, células B, macrofagos, células dendriticas y células
epiteliales. Tiene efectos moduladores que mitigan la respuesta innata y adquirida. Se piensa que
IL-10 es inducida como parte de la red homeostatica que protege a los tejidos de un dafio colateral

causado por una inflamacién excesiva.

Aunque los altos niveles de IL-10 observados en pacientes con LV podrian ayudar a limitar
las patologias mediadas por el sistema inmunitario, especialmente en el higado, los efectos
inmunosupresores van a promover la replicacion del parasito y la progresion de la enfermedad
(Fig. 18). IL-10 hace que los macrofagos no respondan a las sefales de activacion e inhibe la
destruccion de los amastigotes al disminuir la produccion de TNF-a y 6xido nitrico. IL-10 también

inhibe la funcion de presentacion de antigeno en células dendriticas y en macréfagos. Esta
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citoquina inhibe la maduracion de las células dendriticas a partir de los monocitos, disminuye la
expresion de moléculas MHC-II y moléculas co-estimuladoras y, ademas, inhibe la produccion de
IL-12. De hecho, la falta de respuesta observada en los PBMCs de pacientes con LV, en cuanto a
la proliferacion de linfocitos T y la produccion de IFN-y, puede ser recuperada tras tratamiento

con anticuerpos anti-IL-10.
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Figura 18. Efectos de IL10 en los diferentes elementos del sistema inmunitario. Figura inspirada en Nylén &
Sacks (2007) y modificada con Biorender.

Leishmania es capaz de asegurar su replicacion y persistencia dentro de las células del
hospedador mediante la expresion de factores de virulencia que interfieren en la transduccion
celular de senales. Estos factores de virulencia influyen significativamente en cuan virulenta puede
ser una cepa pues interfieren en multiples procesos esenciales del parasito como la adhesion y
entrada a los macrofagos, en resistir el estrés oxidativo y en modular la respuesta inmunitaria al
suprimir respuestas proinflamatorias. EF1-a es un factor de virulencia secretado por L.infantum a

través de exosomas y es capaz de modular la respuesta inmunitaria. Este factor interactia con la
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fosfatasa SHP-1 del hospedador, bloqueando la induccion de iNOS y suprimiendo respuestas
proinflamatorias mediadas por IFN-y e IL-12. Ademas de los factores de virulencia derivados del
parasito, Leishmania también explota moléculas derivadas del hospedador que, cuando son
manipuladas para favorecer la supervivencia del parasito y la supresiéon inmunitaria, funcionan
como factores de virulencia indirectos. La infeccion por Leishmania sobreexpresa la fosfatasa
MTMR6 asociada a canales i6nicos, la cual podria regular negativamente la funciéon de los
linfocitos T. Su silenciamiento mediante el sShRNA Lv-MTMRS6 en ratones BALB/c infectados,
reduce la cantidad de IL-10 y aumenta la inmunidad mediada por IL-12 e IFN- vy, reduciendo la

infeccion.

9. Persistencia del parasito e inmunidad

Después de la curacion clinica de la leishmaniasis cutanea en ratones resistentes, un
pequefio nimero de parasitos persiste en nddulos linfaticos, el bazo y, en algunos casos, también
en el sitio donde estuvo la lesion inicial en la piel. Estos parésitos causantes de las infecciones
persistentes, se encuentran en células presentadora de antigeno, principalmente macréfagos y

células dendriticas donde Leishmania puede mantener niveles bajos de replicacion

Esta persistencia contribuye a la inmunidad concominante, el sistema inmunitario esta
siendo activado de forma constante con el antigeno parasitario, manteniéndose una memoria

protectora sin causar enfermedad.

Las cé¢lulas mas estudiadas como hospedadoras de Leishmania son los fagocitos,
macrofagos, células dendriticas, pero no solo estas células del linaje mieloide pueden hospedar al
parasito. También células epiteliales, hepatocitos, fibroblastos y tejido adiposo marrén se
encuentran entre los “sitios seguros” donde el parasito persiste durante mucho tiempo en el

organismo.

El tratamiento de ratones resistentes clinicamente curados mucho tiempo después de la

infeccion con un inhibidor de la iNOS conduce a una masiva replicacion de los pardasitos en el
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tejido y provoca el recrudecimiento de la leishmaniasis cutdnea. Asi, el NO no es solo critico para
resolver la infeccidon aguda, sino también para el control a largo tiempo del parasito, su produccion
continua es necesaria para mantener el balance y evitar que la infeccion reaparezca. Estos hallazgos

hablan de una interaccidn sostenida entre Leishmania y el sistema inmunitario del hospedador.

Células T reguladoras (Treg), sobre todo los que expresan CD4 y CD25 y producen IL-10,
parecen ser esenciales para la persistencia prolongada del parasito. Se piensa que esta citoquina es
la responsable de suprimir la respuesta inmunitaria frente al parasito, favoreciendo la persistencia
de este ultimo (Fig. 19). Aunque, posiblemente su funcion es la de limitar la inmunopatologia. IL-
10 inhibe la expresion de iNOS (también la NADPH oxidasa) e induce la actividad arginasa I, que
produce el precursor de poliaminas ornitina, que es un factor de crecimiento para el parasito. IL-
10 no regula solo a las células efectoras, sino que también influye en el estado de activacion de los

macrofagos, asi limitan su capacidad de matar al parasito.

Ademés, las células T activadas, tanto CD4 como CDS8 producen IFNy que junto a IL-1f
llavan a la produccién de IL-27 por los macréfagos (infectados por leishmania). Esta IL-27 inhibe
la generacion de células Th17 protectoras (con un papel pro-inflamatorio en le sistema inmune,
ayudando a combatir infecciones bacterianas). Ademas, junto con IL-21, promueven la secrecion
de IL-10 por los linfocitos T reguladores. IL-10 influird en la activacion de los macrofagos, puesto
que por un lado, disminuird; la expresion de IL-12 en estas células, la expresion de MHC Il y de
moléculas co-estimuladoras y por ultimo, volvera a los macréfagos menos sensibles a senales

activadoras como IFNy. Todo esto, favorecera la persistencia del parasito en los macréfagos.
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Figura 19: Mecanismo de persistencia de Leishmania en macrofagos. Figura creada con biorender.

La persistencia de Leishmania, por tanto, es un tema al que hay que prestar una atencion
especial dado el numero de pacientes con SIDA, o que son tratados con agentes inmunosupresores

estd aumentando y la leishmaniosis en estos casos es ya un problema médico.

Ademas, la inmunidad observada en ratones que han controlado una infeccion primaria
parece depender de la persistencia del parasito. Quizas sea éste el beneficio para el hospedador y
la razon por la que este Ultimo no persigue la total erradicacion del parésito. La persistencia,
clinicamente asintomatica, de un patdgeno lleva a una estimulacion antigénica continua del sistema
inmunitario tanto innato como especifico o adaptado. En este sentido, es de destacar que ratones
IL-10"" o ratones tratados con anticuerpos frente al receptor de IL-10, desarrollan una curacion
esterilizante de la infeccion primaria con L. major, pero no muestran resistencia a la reinfeccion
por el mismo parasito. Asi, la persistencia del parésito se requiere para mantener una memoria de
linfocitos T y una inmunidad frente a la reinfeccion. En consecuencia, mientras el sistema
inmunitario, mediante los linfocitos T y los macrdéfagos, se mantenga plenamente funcional, no

parece que la persistencia del patdégeno sea perjudicial para el hospedador.

Hasta el momento se han llevado a cabo varios ensayos de vacunacion empleando
promastigotes de Leishmania destruidos por calor. En su conjunto, los resultados han sido

descorazonadores. Estudios similares en ratones han mostrado que aunque parasitos tratados con
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calor o proteinas recombinantes de Leishmania, utilizados como inmundgenos, inducen una

respuesta Thl y proteccion, la inmunidad no se mantiene y se desvanece con el tiempo.

En cambio, tras la recuperacion de infecciones activas o deliberadas (leishmanizacion),
tanto en raton como en humanos, se produce una inmunidad de larga duracion. La leishmanizacion
es una practica por la que los individuos son infectados con organismos vivos para protegerlos de
procesos mas complicados asociados a la infeccion natural. La leishmanizacion ha sido practicada
durante centurias y aun sigue siendo empleada en algunos paises como Uzbekistan, Afganistan,
Iraq e Iran. Si bien, la falta de estandarizacion en la produccion de la vacuna ha llevado a dejar de
emplearse en otros muchos lugares, pues en algunas ocasiones se desarrollaron procesos

infecciosos serios.

Estos datos han llevado a preguntarse si para el desarrollo de una vacuna efectiva habria
que contar con el desarrollo de una infeccion persistente del parasito. Esto ha llevado a ensayar

parésitos genéticamente modificados para crear vacunas atenuadas frente a la leishmaniasis.

10. Interaccion Leishmania-HIV

Ambos, Leishmania y el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) pueden infectar y
multiplicarse en macrofagos, y ambos desregulan el sistema inmunitario. Estudios recientes
indican que Leishmania puede inducir la activaciéon de HIV en monocitos y células T infectados
de forma latente. En particular, se ha visto que el LPG de L. donovani induce la transcripcion de

HIV en células CD4, a través de la activacion de la via NF-kB.

Por otro lado, HIV puede aumentar el crecimiento intracelular de Leishmania en los
macrofagos. La razon parece estar en que el virus va a disminuir las funciones efectoras de los
macréfagos, tales como la actividad microbicida y la produccion de citoquinas. Ademas, la
proteina Tat (transactivador transcripcional esencial para la replicacion del VIH) del virus,
secretada en grandes cantidades por las células infectadas por HIV-1, estimula la secrecion de
multiples citoquinas, entre ellas el TGF-B, que tiene un efecto positivo sobre el crecimiento del

parasito en macrofagos.
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Se genera un ciclo de potencializacién de ambas enfermedades, ya que la presencia de
leishmania provoca un aumento de replicacion de VIH-1 y esto deriva en una mayor produccion y

liberacion de la proteina Tat que induce la replicacion del parasito.

La destruccion de las células T ayudadoras (Th) CD4+ es un hecho fundamental en el
declive de las funciones inmunitarias que ocurre durante la progresion de la infeccion HIV. Este
defecto del sistema inmunitario hace que el hospedador infectado sea mas susceptible al desarrollo

de infecciones oportunistas graves.

Tanto Leishmania como HIV alteran el balance Th1-Th2. Asi, se ha propuesto que un
cambio del patron de citoquinas Thl al de Th2 se asocia con la progresion de la infeccion HIV, de

forma similar a lo descrito para la infeccion por Leishmania (Figura 20)
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Figura 20: Interaccion Leishmania-HIV. Figura creada con biorender.

La co-infeccion Leishmania-HIV se puede calificar de enfermedad infecciosa emergente,
algo que inicialmente se puso de manifiesto en los paises del sur de Europa; en el periodo 1981-
1996, alrededor del 70% de los casos en adultos de leishmaniasis visceral (LV) se dieron en

pacientes HIV/SIDA vy alrededor del 7% de los pacientes de SIDA sufrieron de LV. En los paises
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europeos, desde la introduccion de la terapia HAART para combatir el SIDA en 1997, la incidencia

de coinfecciones Leishmania-HIV ha disminuido de una forma sustancial.

Sin embargo, los casos de co-infeccion HIV-Leishmania siguen aumentando en los paises
del Este de Africa y en la India. Se estima que la infeccion por HIV aumenta el riesgo de desarrollar
LV en un factor mayor de 100, disminuye la probabilidad de éxito terapéutico, y aumenta la
probabilidad de recaida. Alrededor del 90% de LV en pacientes infectados por HIV se desarrollan
cuando los pacientes tienen menos de 200 linfocitos T CD4+ por pl. Asimismo, la mortalidad en

los pacientes coinfectados por Leishmania-HIV es mucho mayor que en los pacientes con LV.

11. Tratamientos frente a las leishmaniasis

Actualmente no existe ninguna vacuna que pueda prevenir la infeccion, por lo que la forma
de luchar frente a la infeccion esta basada en el empleo de farmacos (Figura 21). Sin embargo, el
nimero de farmacos actualmente utilizados es pequefio, con frecuencia producen efectos

secundarios y en muchos casos se han descrito parasitos resistentes.
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Figura 21: Compuestos mas usados contra Leishmania: 1: Estibogluconato de sodio; 2: Antimoniato de
meglumina 3: Anfotericina B; 4: Pentamidina; 5: Miltefosina; 6: Paromomicina; 7: Fluconazol; 8: Ketoconazol; 9:
Itraconazol; 10: Posaconazol; 11: Alopurinol; 12: Sitamaquina; 13: Tucaresol; 14: Imiquimod. Figura obtenida de

Monzote,L (2009)

11.1. Antimoniales

Se empezaron a utilizar en los primeros afios del siglo XX, cuando se encontré que el
tartrato de potasio y antimonio (III) era efectivo frente a la leishmaniasis mucocutanea. Luego se
empez0 a utilizar para tratar casos de leishmaniasis visceral, pero su uso fue limitado debido a la
gran toxicidad asociada. El antimonio pentavalente (SbV), una forma menos toxica, fue
desarrollado varias décadas después, y desde entonces se viene utilizando como farmaco de

primera eleccion frente a la leishmaniasis visceral.

Actualmente, los preparados mas empleados son el estibogluconato de sodio (sodium
stibogluconate, Pentostam; Fig. 21) y el antimoniato de meglumina (meglumine antimoniate,

Glucantime; Fig. 21).

Todavia no esta muy claro el mecanismo de accion de los antimoniales. Van a actuar como
profarmacos que son reducidos a la especie trivalente més toxica y eficaz ya que destruye los
amastigotes dentro de los fagolisosomas macrofagicos Existe consenso de que su efecto toxico
sobre el parasito requiere de la reduccion de la forma Sb-V a la forma Sb-III. Se piensa que el
antimonio va a afectar a diversas vias bioenergéticas (glucolisis, beta oxidacion de acidos grasos,
etc.), aunque posiblemente sea el resultado de una alteracion del potential tiol-redox al afectar el
balance de oxidoreduccion del tripanotion y otras moléculas con grupos tiol, lo que conduce a que

los parasitos sean mas sensible al estrés oxidativo.

También se ha propuesto que el Sb(II) podria actuar inhibiendo a la tripanotion-reductasa,
una enzima que recicla el tripanotion oxidado a su forma reducida. La cristalizacion de la proteina

en presencia de Sb(III) avala una directa interaccion del antimonio con el enzima.

En lineas de parasitos farmacosensibles, Sb-III induce una salida rapida de la tripanotiona

y glutation desde las células e inhibe la reductasa de tripanotiona, con lo que causa una disminucion
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efectiva de tioles reducidos dentro del parasito.

Es decir, el mecanismo de accidon de los antimoniales se basa en desequilibrar el sistema

redox de Leishmania.

Un inconveniente de este farmaco es que se requiere de largos tratamientos, y el farmaco
se termina acumulando en el higado y el bazo, entre otros d6rganos, lo puede causar efectos
secundarios: nauseas, dolor abdominal, mialgias, inflamacién pancredtica, arritmia cardiaca y
hepatitis. En estos casos, es preciso detener el tratamiento. Por otro lado, en los tltimos afios se ha

descrito la emergencia de tasas muy significativas de resistencia en varias cepas del parésito.

11.2. Anfotericina

La anfotericina B (amphotericin B, AmpB; Fig. 21) es un macrolido poliénico, producido
por la bacteria Streptomyces nodusus, y que fue identificado en 1956 por sus propiedades
antifungicas. Y, de hecho, la AmpB sigue empleandose para el tratamiento de infecciones con
Candida albicans o Aspergillus fumigatus, resultando especialmente eficaz para combatir estas
infecciones flngicas en pacientes con inmunodeficiencias. Si bien, su uso requiere una gran
vigilancia de los pacientes, debido a que produce efectos secundarios como nefrotoxicidad y

hematotoxicidad.

A principio de los afios 60s del siglo pasado, se demostrd que tenia actividad leishmanicida,
y desde entonces se viene utilizando. Sus efectos toxicos resultan disminuidos al administrarse en
formulaciones lipidicas. En estos momentos hay tres formulaciones lipidicas que estan disponibles
comercialmente: anfotericina B en liposomas (AmBisome), en complejos lipidicos (Abelcet) y en
dispersiones coloidales (Amphocil). Probablemente sean estos los firmacos leishmanicidas mas
eficaces actualmente. Asi, una s6la dosis de AmBisome administrada por via intravenosa resulta
curativa en el 95% de los pacientes con leishmaniasis visceral. Sin embargo, su alto coste hace que

este firmaco no pueda ser utilizado en pacientes de paises en desarrollo.

Su selectividad se basa en la afinidad que la AmpB tiene por el ergosterol, presente en la

membrana de los hongos y de Leishmania, y no por el colesterol de los mamiferos. Esta
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interaccion, de naturaleza hidrofobica, va a favorecer que la AmpB se inserte en la membrana del
parasito y genere poros en la bicapa lipidica, lo que conduce a la muerte del parasito debido a la
salida de componentes intracelulares. Es esencial el control de los estados de agregacion de esta

medicacion ya que condiciona su actividad y su toxicidad.

11.3. Pentamidina

La pentamidina (Fig. 21) y otras diamidinas aromaticas fueron sintetizadas en los afios 30
del siglo pasado como farmacos hipoglicémicos. Poco después se empezd a utilizar para el

tratamiento de la enfermedad del suefio y en 1939 se demostro su actividad frente a Leishmania.

Aunque su mecanismo de accion no ha sido establecido, probablemente esté relacionado
con la interferencia de la replicacion del DNA del kinetoplasto dadas su capacidad para intercalarse

entre las cadenas de DNA.

En la actualidad, el uso de este firmaco es cada vez mas infrecuente dada su baja eficacia,

su toxicidad y la aparicion de cepas resistentes.

11.4. Miltefosina

La actividad leishmanicida de la miltefosina (Fig. 21), un derivado de Ia
lisofosfatidilcolina, fue reportada en 1987. En el 2002 fue aprobada para su uso en la India y
posteriormente en otros paises, convirtiéndose en el primer farmaco de administracion oral frente
a la leishmaniasis. Su mecanismo de accidn no estd definido, probablemente afecte a diversas vias
de sefalizacion, y se postula un efecto apoptotico sobre el parasito, al igual que ocurre en células
tumorales, donde este farmaco se muestra también efectivo. También se ha encontrado que la
miltefosina produce una despolarizacion del potencial de membrana de la mitocondria y una
inhibicion de la citocromo-c-oxidasa, lo que probablemente pueda desencadenar el proceso de

muerte por apoptosis del parasito.
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Este farmaco se ha mostrado muy eficaz para el tratamiento de la leishmaniasis visceral.
Sin embargo, muchas especies del Nuevo mundo (L. braziliensis, L. guyanensis y L. mexicana)
son poco sensibles a sus efectos. Por otro lado, se ha encontrado que la miltefosina es teratogénica,

por lo que esta contraindicada durante el embarazo.

11.5. Paromomicina

La paromomicina (aminosidina; Fig. 21), un compuesto aminoglicosidico producido por
Streptomyces riomosus (var. Paromomycinus), fue aislada en 1956. Este farmaco se ha mostrado
efectivo frente a muchas bacterias y protozoos (amebas y criptoporidios). A mediados de los afios
60 del siglo pasado se report6 su actividad leishmanicida. Ensayos clinicos de fase IV en India
indicaron que su administracion parenteral en pacientes con leishmaniasis visceral tiene una tasa

de curacién del 95%.

Su principal efecto parece ser la inhibicion de la sintesis de proteinas, aunque su

mecanismo preciso no ha sido establecido.

11.6. Otros farmacos utilizados en clinica

Los imidazoles y trizoles, agrupados bajo el nombre de azoles, son inhibidores de la 14-a-
demetilasa, una enzima clave de la via biosintética de los esteroles. El Fluconazol y el ketoconazol

(Fig. 21) se han mostrado efectivos frente a algunas especies de Leishmania.

El alopurinol, un analogo de purinas, muy utilizado para otro tipo de dolencias, como es la
gota (causada por acumulacion de acido urico), se ha venido empleando para el tratamiento de
leishmaniasis desde hace varias décadas, aunque sus datos de eficacia no son contundentes. Con

frecuencia, este firmaco se prescribe en los tratamientos prolongados de la leishmaniasis canina.

La sitamaquina (Fig. 21), un derivado de 8-aminoquinolina, fue aplicada inicialmente para
el tratamiento de la malaria. Estudios en animales mostraron una buena eficacia frente a la

leishmaniasis visceral, aunque los ensayos clinicos no han sido tan concluyentes.
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12. Amplificacion génica como mecanismo de resistencia a farmacos

La tnica via de control de las infecciones por Leishmania actualmente es la quimioterapia.
Sin embargo, ademas de las limitaciones de efectividad de estas drogas, el desarrollo de procesos
de resistencia estd aumentando y constituye un serio impedimento a una terapia exitosa. Dentro de
los mecanismos de resistencia estudiados hasta el momento, la mayoria estan asociados a procesos
de amplificacion génica de bien los blancos de la droga o bien de sistemas de transporte encargados

de expulsar la droga al exterior (ver Tabla 1).

Drug Gene Function Resistance mechanism
Heavy metals pgpA ABC transporter drug efflux
gshl glutathicne biosynthesis drug conjugation
odc* polyamine biosynthesis drug conjugation
orfSbV unknown unknown
DFMO odc polyamine biosynthesis overproduction of target
Mycophenolic acid impdh inosine monophosphate overproduction of target
dehydrogenase
Vinblastine mdr | ABC transporter drug efflux
Tunicamycin nagt N-acetylglucosaminyl-transferase overproduction of target
Methotrexate dhf-ts dihydrofolate reductase overproduction of target
ptrl pteridine reductase by-pass mechanism
baf* biopterin transport increased folate synthesis
Purine analogs tor transcription fike factors unknown
Amphotericin B {in progress)

[

Tabla 1: Genes sobreexpresados en mutantes de Leishmania resistentes a firmacos debido a amplificacion

génica. Tabla obtenida de Papadopoulou, B., Roy, G. & Ouellette, M. (1992)

Amplificaciones génicas se han descrito en diversos organismos como mecanismos de
resistencia a drogas. Asi, por ejemplo, en Plasmodium o en células cancerosas es relativamente
frecuente el desarrollo de resistencia por la amplificacion intracromosomal que conduce a la
sobreexpresion del gen responsable de esa resistencia. Sin embargo, la estrategia seguida por

Leishmania muestra unas caracteristicas mas particulares.

Por la relativa baja complejidad gendmica de Leishmania ha resultado facil demostrar los

fenomenos de amplificacion génica en este protozoo. Ademas, este pardsito parece tener una
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capacidad intrinseca para desarrollar estos fendmenos. Asi, por ejemplo, la amplificacion génica
en T. brucei es muy raray solo se ha reportado un caso, en el que un cromosoma entero resultaba

amplificado.

Los mecanismos de amplificaciéon génica han sido estudiados con cierto detalle en
Leishmania y parecen implicar una recombinacion entre secuencias repetidas para generar
amplicones circulares o lineares. Los requerimientos de secuencia para la expresion, replicacion y
mantenimiento de las secuencias extracromosomales no estdn definidos, pero cabe sefialar que
plasmidos bacterianos sin DNA de Leishmania son capaces de replicarse en el interior de este
parésito. Sin embargo, esto ultimo no ocurre ni en 7. brucei ni en otros protozoos, lo que habla de
la facilidad que tiene Leishmania para amplificar cualquier secuencia que confiera una ventaja al

crecimiento celular.

Esta facilidad para la amplificacion de regiones del genoma de Leishmania, viene dada por
la plasticidad de su genoma, (variaciones en el nimero de cromosomas e inestabilidad gendémica),
permitiendo al parasito modificar el genoma para adquirir mecaismos de supervivencia en

condiciones de estrés.

Se ha descrito poliploidia en ciertos cromosomas de Leishmania, la amplificacion

gendmica es una de las principales alteraciones que causan este fenomeno.

Entre las amplificaciones mas comunes se encuentran las que afectan a genes implicados
en la resistencia a antimoniales. Se amplifican genes que codifican para transportadores ABC

(MRPA, MDR1, ABCI4) que actuan expulsando al farmaco del parasito.
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Figura 22: Mecanismo de resistencia a firmacos por amplificacion génica usado por Leishmania. Figura

inspirada en Moncada-Diaz ef al., (2024) y modificada con biorender.
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