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RESUMEN

La enfermedad causada por los parasitos del género Leishmania representa un problema de salud publica de importancia
a nivel nacional e internacional. El conocimiento actual de la interaccién entre el macréfago humano y el parésito atn
luce insuficiente para reflejarse en mejoras del tratamiento empleado. El presente manuscrito aspira a ser un texto
de divulgacién para el publico general y trata de explicar la importancia de este tipo de investigacién cientifica y la
estrategia empleada por nuestro grupo de investigacién, en la bisqueda de soluciones al flagelo representado por los
diferentes tipos de Leishmaniasis.

Palabras clave: estrategia experimental, Leishmaniasis, silenciamiento genético, tratamiento.

ABSTRACT

The diseases caused by the parasite belonging to the genus Leishmania represent a public heath challenge both at national
and international levels. Current knowledge about macrophage-parasite interaction still remains insufficient in order
to be translated into more effective patient treatments. The present manuscript aspires to be a communication to non-
specialists and the general public, aiming to explain the importance of this type of basic science as well as the strategy

followed by our research group, in the pursuit of solutions to the burden represented by Leishmaniasis.
Keywords: experimental strategy, gene silencing, Leishmaniasis, treatment.

INTRODUCCION

El cuerpo del ser humano se compone de millones de
unidades pequefias llamadas células. Cada una de esas
células tiene una organizacién y una composicién compleja
que le permite funcionar como una mdiquina, mucho
mdas sofisticada que cualquiera de las mdaquinas que el
ser humano mismo ha construido. Las células de nuestro
cuerpo tienen diferentes especialidades asociadas con sus
multiples funciones. Por ejemplo, las neuronas de nuestro
sistema nervioso, estdn especializadas en la transmisién de
sefiales a lo largo y ancho de nuestro organismo. Las células
de nuestra piel se especializan entre otras cosas, en proteger

los érganos internos y prevenir la entrada de organismos
patégenos que pueden colonizar nuestro cuerpo causando
enfermedades. Un subgrupo muy importante de células
corresponde a aquellas que forman nuestro sistema de
defensa. Ese sistema de defensa recibe el nombre de sistema
inmunoldgico.

Dentro del sistema inmunoldgico a su vez existen
diferentes especialidades cumplidas por diferentes tipos de
células. Por ejemplo, hay un grupo de células encargadas de
patrullar cada uno de los rincones de nuestro cuerpo, en
busca de posibles patégenos (entidades capaces de generar
enfermedades) y de células infectadas por virus e incluso de
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restos de células muertas. Estos patrulleros los llamamos
macréfagos, este nombre hace referencia a que pueden
“comer” (fago) “cosas grandes” (macro) relativo a su propio
tamafio. Estos macréfagos no solo sirven para recoger toda
la “basura celular” y “chequear a los chicos sospechosos
que hay en el vecindario celular”, que encuentran en su
camino, sino que ademds procesan lo que “comen” y le dan
“muestras gratis” a otras células del sistema inmunoldgico,
ayudandolas en su funcién de control de enfermedades.

A pesar de que los macréfagos son muy importantes para
detener posibles infecciones, en ciertos casos los macréfagos
son el blanco de invasién por parte de patégenos. Un
ejemplo es el caso de los parasitos del género Leishmania.
La infeccién por este pardsito causa la enfermedad llamada
Leishmaniasis, que afecta a miles de personas en Colombia
y en el mundo.

:Cual es el problema?

La Leishmaniasis es una enfermedad causada por pardasitos
del género Leishmania. Tiene diferentes formas clinicas que
reciben el nombre de: Leishmaniasis cutdnea, Leishmaniasis
mucocutdnea, Leishmaniasis difusa y Leishmaniasis
visceral (Herwaldt, 1999). De acuerdo con la Organizacién
Mundial de la Salud, se estima que hay alrededor de 1,3
millones de casos nuevos y de 20 a 30 mil muertes cada
afio (WHO, 2015). Por su parte el Sistema Nacional de
Vigilancia en Salud Publica -SIVIGILA de Colombia, reporté
que en el afio 2014 se presentaron en el pais 11120 casos
de Leishmaniasis cutdnea, 150 de Leishmaniasis mucosa
y 45 de Leishmaniasis visceral. Para la semana 13 del afo
2015, el ndmero de casos reportados es: 1357, 12 y 31,
respectivamente (SIVIGILA, 2015).

Las personas afectadas por Leishmaniasis cutdnea
sufren de lesiones en la piel en forma de dlceras que pueden
sanar espontdneamente o dejar cicatrices de por vida. La
Leishmaniasis mucocutédnea afecta las mucosas de la boca,
nariz y garganta, causando su destruccién parcial o total.
Finalmente la Leishmaniasis visceral se caracteriza por
fiebres esporddicas, pérdida de peso, incremento de tamafio
de bazo e higado. En este caso la enfermedad puede ser fatal
si no es tratada oportunamente (Murray et al., 2005).

El ciclo de infeccién inicia cuando los pardsitos son
transmitidos a través de la picadura de una mosquita
hembra de los géneros Lutzomyia o Phlebotomus, infectada
por Leishmania y que al alimentarse de sangre del humano,
transmite los pardsitos a la zona de la picadura (Bates,
2007). Los pardésitos son capturados por células del
sistema inmunoldgico incluyendo macréfagos (Ritter et al.,
2009; Ueno y Wilson, 2012). Probablemente la mayoria
de los parésitos son eliminados por los macréfagos, pero
dependiendo de varios factores es posible que algunos
de los pardsitos sobrevivan dentro de los macréfagos
(Reithinger et al., 2007). Como veremos mds adelante en
este documento, los pardsitos poseen varios mecanismos
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que les permiten sobrevivir dentro de macréfagos e infectar
nuevos macréfagos (Van Assche et al., 2011). Se cree que
una respuesta inmunoldgica desfavorable del organismo
frente a la presencia persistente de los pardasitos, causa las
lesiones caracteristicas de la Leishmaniasis (Bogdan, 2008;
Birnbaum y Craft, 2011).

Tratamiento

Los tratamientos disponibles para la Leishmaniasis se
caracterizan por ser altamente téxicos. Los medicamentos
empleados en la actualidad incluyen Antimonio
Pentavalente, pentamidina, anfotericina B, paromomicina
y miltefosine. En su mayoria requiere de inyecciones
intravenosas o intramusculares diarias durante 15 a 28
dias. Los efectos secundarios asociados a los tratamientos
pueden incluir, fatiga, dolores corporales, pancreatitis
quimica e incluso insuficiencia renal. La mayoria de los
tratamientos causan efectos secundarios moderados
pero algunos son severos al punto de causar la detencién
del tratamiento (Amato et al., 2007; Oliveira et al., 2011,
Rajasekaran y Chen, 2015). El problema se hace atin mas
grave si se considera la falta de acceso a los tratamientos
existentes (Den Boer et al., 2011). Estas caracteristicas de
los medicamentos y el hecho de que en ciertos casos existe
falla terapéutica, es decir, luego del tratamiento completo
la enfermedad persiste, hacen necesaria la busqueda de
mejores alternativas para el tratamiento de la Leishmaniasis
(Crofty Olliaro, 2011).

¢Como podemos contribuir a la solucion del problema?
En principio, la solucién a todo problema requiere entender
la naturaleza del mismo. El caso de la Leishmaniasis no
es diferente; requiere que entendamos en qué consiste
la enfermedad a diferentes niveles. Durante el proceso
de infeccién podemos hablar de dos tipos celulares
interactuando. Por una parte se encuentra el pardsito
(Leishmania spp.), y por otra las células que el parasito
infecta, es decir, los macréfagos. Cualquier esperanza
de poder darle solucién al problema de la Leishmaniasis
depende de nuestra comprensién de la interaccién entre el
parésito y el macréfago (Beattie et al., 2008).

Hasta el momento existe una buena cantidad de
informacién obtenida mediante el trabajo de muchos
investigadores alrededor del mundo, referente a la
interaccién entre Leishmania y el macréfago humano
(Ruiz y Becker, 2007; Huynh y Andrews, 2008; Liese et dal.,
2008; Naderer y McConville, 2008; Stuart et al., 2008;
Tuon et al., 2008; Lang et al., 2009). A pesar de esta gran
cantidad de informacién todavia estamos muy distantes
de una comprensidn suficiente para que se traduzca en la
prevencion de la enfermedad o en tratamientos efectivos
con baja toxicidad (Palatnik-de-Sousa, 2008).

A continuacién veremos algunos ejemplos de lo que
conocemos de la interaccién pardsito macréfago.



Silenciamiento genético en macréfagos humanos y Leishmania

Con ustedes: jel gran leishmanini!

Parodiando el nombre de Houdini, el gran mago e ilusionista
de finales del siglo XIX e inicios del siglo XX, Leishmania
parece haber “adquirido” a lo largo de su evolucién una
gama completa de “trucos” que le permiten “engafiar” a
su victima, el macréfago (Kima, 2007; Osorio et al., 2007,
Arango-Duque y Descoteaux, 2015).

Uno de los trucos que despliega el parasito es el poder
de disuasién del macréfago. Normalmente los macréfagos
son células especializadas en capturar y eliminar agentes
foraneos tales como bacterias y otros patégenos (Mosser
y Edwards, 2008). La captura de estos agentes recibe el
nombre técnico de fagocitosis porque semeja un proceso
de alimentacién (fago), en el que la célula abraza y
engolfa al patégeno con su membrana plasmdtica y el
patégeno termina dentro del macréfago en una especie de
capsula (denominada fagolisosoma), dentro de la cual el
macréfago vierte una serie de proteinas que destruyen al
patégeno. Esta reaccién un tanto violenta pero necesaria
del macréfago, es disparada por las moléculas que tiene en
su superficie el patégeno. Son esas moléculas de superficie
las que le permiten al macréfago detectar al patdgeno
y actuar de la manera apropiada. Sin embargo, en el
caso de Leishmania, el parasito tiene una cubierta en su
superficie que facilita que sea fagocitado por el macréfago,
pero una vez dentro del macréfago esa misma cubierta
retrasa el proceso que normalmente destruiria al pardsito
(Cunningham, 2002). En otras palabras, una vez dentro
del macréfago el pardsito engafia o disuade al macréfago,
evitando asi su destruccién.

Un segundo set de trucos en la “manga” de Leishmania,
consiste en su capacidad para “doblegar la voluntad del
macréfago”. Normalmente cuando captura patdgenos, el
macréfago alerta a otras células del sistema inmunoldgico
enviando mensajes bioquimicos, para que contribuyan
en el control de la posible infeccién. El tipo y la cantidad
de mensajes enviados por los macréfagos, determinan en
gran parte si el organismo serd capaz o no de controlar
una posible infeccién. Un llamado exagerado por parte del
macréfago puede causar mds dafio que bien al tejido del
propio organismo (Mosser y Edwards, 2008). Leishmania
modifica el comportamiento del macréfago, causando
en primer lugar que falle en su capacidad para destruir al
pardsito y en segundo lugar alterando el tipo de mensajes
que envia a su entorno, exagerando la respuesta local del
sistema inmunoldgico y por lo tanto causando dafio en los
lugares aledafios a la infeccién (Olivier y Gregory, 2008).

Aln tenemos mucho por entender a nivel celular, de
los procesos que se llevan a cabo cuando interactta el
pardsito con el macréfago. Nuestra estrategia a largo plazo
para tratar de contribuir a la solucién del problema de la
Leishmaniasis, es la de entenderen gran detalle esos procesos
de interaccién, con el fin de identificar posibles alternativas
para ayudar al macréfago a contrarrestar al pardsito.

A continuacién explicaremos algunas de las estrategias
experimentales que estamos empleando en nuestro grupo
de investigacién para entender esa interaccién parasito
macrdéfago.

:{Qué es lo que hacemos para tratar de contribuir a la
solucion?

Todo tipo de célula incluyendo el macréfago y el parésito,
posee miles de proteinas diferentes necesarias para su
funcionamiento. Las instrucciones necesarias para la sintesis
de esas proteinas se encuentran en el material genético de la
célula (ADN). No todas las instrucciones son leidas al mismo
tiempo, es decir, las células expresan diferentes genes dentro
de la gama que tienen a su disposicién, a diferentes tiempos
e incluso en diferentes cantidades. Las proteinas que posee
una célula en un momento determinado, interactian unas
con otras formando redes y estas redes son necesarias para
que la célula cumpla con todas sus funciones.

El trabajo de nosotros los bidlogos celulares consiste en
averiguar cémo funcionan las células. En este caso, tratamos
de averiguar cémo funcionan simultdneamente el macréfago
y el parasito. Una manera de averiguar cémo funciona una
célula es dividiendo esa gran pregunta, en muchas preguntas
pequefias. Por ejemplo, ¢cudl es la funcién de una proteina
que se encuentra en la célula?. Si deseamos saber cudles
funciones cumple una proteina dentro de la célula, podemos
emplear la estrategia de eliminar la proteina de la célula y
observar el comportamiento de la célula al compararlo con
células que todavia posean la proteina. Para explicar este
concepto emplearemos una analogfa.

Imaginemos que deseamos averiguar cémo funciona
un automovil. Estamos familiarizados con el automovil;
sabemos que sirve para transporte, sabemos que tiene un
gran nimero de partes y es facil presumir que cada una de
esas partes cumple una funcién para que el automovil sirva
para transporte.

Supongamos por un momento que no sabemos para qué
sirven ninguna de las partes del automévil, pero deseamos
averiguarlo. Una estrategia para averiguar para qué sirve
una parte, por ejemplo el timén, seria remover el timén del
automoévil y observar el comportamiento del vehiculo en
ausencia del timén. En este experimento imaginario, pronto
seria evidente para nosotros que el timén es importante
para que el movimiento del vehiculo siga una direccién
determinada. Supongamos ahora, que queremos averiguar
la funcién de esos objetos circulares que se encuentran en la
parte inferior del vehiculo (ruedas). Removemos una rueda
a la vez y comparamos cémo se mueve el vehiculo sin una
rueda, respecto al vehiculo con todas sus ruedas. De nuevo,
eventualmente serd evidente que cada una de las ruedas es
necesaria para el movimiento del vehiculo. Creo que para
este entonces ya es clara la idea. Si deseamos conocer la
funcién de un componente de un sistema complejo como
lo es un automdévil o una célula, una estrategia es remover
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selectivamente ese componente y observar el resultado
al compararlo con contrapartes que todavia posean el
componente de interés.

Estaesla estrategia que empleamos, para averiguar cudles
genes o cudles proteinas son importantes para el proceso de
infeccién del macréfago por parte del parésito. Eliminamos
selectivamente proteinas particulares y observamos que
pasa con el proceso de infeccién.

El nombre técnico de la metodologia que empleamos
es silenciamiento genético mediante ARN de interferencia.
Consiste en la eliminaciéon especifica de la molécula
intermediaria empleada durante la sintesis de proteinas,
que recibe el nombre de ARN mensajero. Para esto,
introducimos dentro del macréfago otra molécula de ARN
(ARN de interferencia) con una secuencia complementaria
al ARN mensajero y al ser reconocida por cierta maquinaria
celular, es empleada para la destruccién selectiva del ARN
mensajero que se quiere “silenciar”. La consecuencia de
este procedimiento es la eliminacién de ARN mensajeros
especificos y la reduccién de la cantidad de proteina
codificada por dichos ARN mensajeros en la célula. De esta
manera es posible remover proteinas especificas para evaluar
su funcién en el proceso de infeccién por parte de Leishmania.

Cada vez que realizamos esta remocién de una proteina
(es decir, silenciamos un gen) del macréfago tenemos en
teorfa tres posibles resultados desde el punto de vista de la
infeccién al compararlo con macréfagos normales:

1. Lainfeccién es mayor. La interpretacidn en este caso
es que el componente que removimos es importante
para que el macréfago contrarreste al parasito.

2. Lainfeccién es menor. La interpretacién en este caso
es que el componente que removimos es importante
para que el parasito prolifere dentro del macréfago.

3. Lainfeccién es igual. La interpretacidn en este caso
es que el componente que removimos no parece
tener importancia para el proceso de infeccién.

La identificacién de cudles componentes (proteinas,
genes, etc.) son importantes para el proceso de infeccién
es el primer paso para tratar de identificar los mecanismos
que se presentan durante la infeccién. Este conocimiento
nos permitird identificar posibles estrategias de control
de la infeccién y potencialmente el desarrollo de terapias
mds especificas y menos téxicas para el control de esta
enfermedad (Hartley et al., 2013).
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