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1. Resumen 

El control de la leishmaniasis cutánea (LC) para las Américas recae principalmente en el 

tratamiento antimonial. Sin embargo, la evaluación de la respuesta terapéutica presenta 

grandes limitantes, pues esta se determina hasta 6 meses después de haber iniciado el 

tratamiento, como un parámetro netamente clínico. Sumado esto a los reportes de falla 

terapéutica que oscilan entre un 20-30% para nuestra región y la alta toxicidad de la droga, 

colocan de manifiesto la necesidad de contar con biomarcadores de respuesta que permitan 

optimizar el seguimiento y el tratamiento de los pacientes con LC. Considerando lo 

anterior, este estudio se enfocó, desde la perspectiva del hospedero, en la identificación de 

biomarcadores de respuesta terapéutica en una cohorte retrospectiva de pacientes con LC 

que curaron y fallaron al tratamiento antimonial. 

Como estrategia experimental para la identificación de biomarcadores de respuesta 

terapéutica se optó por el uso de herramientas ―ómicas‖ como la transcriptómica y la 

metabolómica, para identificar aquellos perfiles de expresión génica y metabólicos 

relacionados con la cura o la falla al tratamiento antimonial. Los perfiles transcriptómicos 

realizados en macrófagos primarios obtenidos de los pacientes que curaron y fallaron (n= 

3/grupo), permitieron evidenciar una respuesta diferencial frente a la infección y la adición 

del antimonio. Los macrófagos obtenidos de los pacientes que curaron mostraron perfiles 

de expresión génica relacionados con una respuesta pro-inflamatoria mediada 

principalmente por los interferones tipo I. Por el contrario, los macrófagos obtenidos de los 

pacientes que fallaron mostraron una respuesta de cicatrización de heridas mediada 

principalmente por la vía de señalización del TGF-β. Adicionalmente, las metalotioneínas, 

única categoría de ontología génica significativamente inhibida en los macrófagos 

obtenidos de los pacientes que fallaron, se validaron funcionalmente in-vitro como 

proteínas que modulan la supervivencia intracelular de Leishmania panamensis, 

potencialmente a través de la unión del antimonio y su transporte al fagolisosoma 

favoreciendo la eliminación del parásito a nivel intracelular. 

Por otro lado, los perfiles metabólicos realizados en muestras de plasma tomadas pre y 

post-tratamiento, de los pacientes con LC que curaron y fallaron (n=39), permitieron 

postular 4 metabolitos como potenciales biomarcadores tanto predictores como pronósticos 
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de respuesta terapéutica, la alantoína, la taurina, la N-acetilglutamina y el piruvato (AUC > 

0.7, para todos). Adicionalmente, la alantoína mostró un efecto potenciador de la actividad 

leishmanicida del antimonio, evaluado en células mononucleares de sangre periférica de 

pacientes in-vitro, resaltando su potencial uso en co-terapias con el antimonio.  

Finalmente, este estudio sienta las bases para futuros estudios de validación de 

biomarcadores de respuesta terapéutica en el contexto de la LC y muestra como el uso de 

las metodologías ―ómicas‖ en enfermedades olvidadas permiten avanzar en el 

entendimiento de la enfermedad y el tratamiento. 
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2. Planteamiento del problema y justificación  

La leishmaniasis, una enfermedad parasitaria transmitida por un vector del género 

Phlebotomus spp. para el viejo mundo, y Lutzomyia spp. para el nuevo mundo, es 

considerada una enfermedad tropical desatendida. Sus principales manifestaciones clínicas 

varían desde la leishmaniasis visceral (LV)-afectando principalmente el bazo y el hígado-, 

la leishmaniasis cutánea (LC), difusa y post-kala-azar -afectando principalmente la piel-, 

hasta la forma de leishmaniasis mucocutánea (LMC), -afectando principalmente la mucosa 

nasal y orofaríngea- (1). Actualmente se reportan en el mundo alrededor de 12 millones de 

personas afectadas, con 0.2 a 0.4 millones de casos nuevos al año para la LV y entre 0.7 y 

1.2 millones de casos nuevos para la LC (2–5). La mayoría de los casos de la LC se 

reportan en Afganistán, Argelia, Brasil, Colombia, Irán, Pakistán, Perú, Arabia Saudí y 

Siria (6). Colombia como país endémico, donde predomina la LC, reporta 

aproximadamente entre 10 mil a 20 mil casos nuevos al año, ocupando el segundo lugar en 

las Américas (3). Sin embargo, se estima que la carga de la enfermedad puede ser mucho 

mayor debido a que los centros de salud y de vigilancia epidemiológica dependen de la 

detección pasiva de casos, sólo los pacientes que consultan a los centros de atención quedan 

registrados en los sistemas de vigilancia nacional.     

Las medidas actuales para el control de la transmisión y manejo de la enfermedad se basan 

principalmente en el control vectorial, el diagnóstico y el tratamiento con antileishmaniales. 

Como medicamento de primera línea en Colombia, se empela el antimonio pentavalente 

(nombre comercial: Glucantime®) (7, 8), el cual lleva más de 100 años siendo empleado 

como monoterapia antileishmanial en el mundo y poco más de 40 años en Colombia (9–

12). El Glucantime® debe ser administrado intramuscularmente durante 20 días a una dosis 

máxima de 20mg/kg/día según las guías nacionales (7), y su alta toxicidad, dolor en el sitio 

de aplicación, eventos adversos y contraindicaciones hacen que su aplicación se dé bajo 

estricta supervisión médica. Como medicamento de segunda línea se cuenta con el 

miltefosine (nombre comercial: Impavido®), medicamento de uso oral aprobado para su 

uso en Colombia a partir del año 2005 (7, 13).  El miltefosine (MLF) debe ser administrado 

durante 28 días a una dosis máxima de 2,5mg/kg/día, y, al igual que el antimonio 

pentavalente (Sb
V
), también se reporta alta toxicidad y efectos adversos. A pesar de las 
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dificultades terapéuticas, el Sb
V
 continúa siendo la primera opción de tratamiento para los 

pacientes con leishmaniasis en Colombia. 

El desarrollo de nuevas terapias para el manejo clínico de la leishmaniasis ha sido un 

proceso lento y la implementación de nuevas medidas para su control podría tardar varios 

años más. Entre las alternativas terapéuticas de segunda línea disponibles en Colombia, 

además del MLF, se encuentran la pentamidina, cuya eficacia y seguridad ha sido reportado 

para L. panamensis, L. braziliensis y L. guyanensis con un porcentaje de curación que 

oscila entre el 84% al 96% (7), y la anfotericina B, principalmente indicada en pacientes 

con leishmaniasis visceral o mucosa que fallaron al tratamiento de primera línea con 

antimoniales (7). Otros autores, en el contexto de ensayos clínicos, han reportado el uso de 

paramomicina, imiquimod, pentoxifilina, óxido nítrico (NO), entre otras (7, 8, 14). Sin 

embargo, se requieren más ensayos clínicos para probar su eficacia y emplearlos en el 

contexto clínico. 

La respuesta terapéutica frente al tratamiento de la LC se define clínicamente como: la re-

epitelización total del tejido afectado sin signos de inflamación a la semana 13 después de 

iniciado el tratamiento, para la cura aparente, y a la semana 26 para establecer, o no, la cura 

definitiva (15–17). No obstante, una alta proporción de los pacientes en la región de las 

Américas que recibieron tratamiento antimonial durante el curso de ensayos clínicos 

presentaron falla terapéutica (15-60%) (18–20).  

La falla terapéutica se ha convertido en un problema a nivel mundial, llegando a ser mayor 

al 65% en Bihar, India (21), donde los antimoniales ya no se recomiendan como terapia, 

colocando de manifiesto la necesidad de optimizar las terapias actuales acorde a las 

necesidades de la población. La resistencia intrínseca o adquirida del parásito a la droga es 

uno de los factores que se ha descrito como causante de falla (22–24). No obstante, factores 

del hospedero pueden contribuir a dicho desenlace, entre los que resaltan la respuesta 

inmune y la expresión de proteínas relacionadas con el transporte y metabolismo del 

medicamento (25–29), entre las cuales se han descrito los transportadores ABCA3, 

ABCB1, ABCB5, ABCB6, ABCC1 y las acuaporinas (AQP) implicadas en el transporte 

del medicamento (28–33). Por tal razón, la falla terapéutica debe ser entendida como un 
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fenómeno multifactorial donde participan el entorno, el parásito, el hospedero y el 

medicamento.  

La falta de herramientas que ayuden a predecir el desenlace clínico de la enfermedad ha 

dificultado su manejo en diversas formas: 1) es necesario esperar hasta la semana 26 (6 

meses después de iniciado el tratamiento) para evaluar la respuesta terapéutica definitiva, 2) 

se limita el uso de otras opciones terapéuticas o el cambio de tratamiento de forma 

temprana y oportuna a otra alternativa que podrían ser más eficaz para el paciente, 3) se 

expone al paciente a los efectos tóxicos de la droga, 4) dificulta el seguimiento del 

tratamiento a los pacientes que viven en zona rural dispersa y comunidades apartadas, que 

son la gran la mayoría para el caso de la leishmaniasis, y 5) dificulta el diseño de ensayos 

clínicos para la evaluación de nuevas opciones terapéuticas dado los largos periodos de 

seguimiento para establecer la cura definitiva bajo los estándares actuales. Debido a estas 

limitaciones, se hace de vital importancia la identificación de biomarcadores de respuesta 

que permitan predecir el desenlace de la terapia y para esto, el entendimiento de los 

mecanismos moleculares que controlan el transporte, metabolismo y detoxificación de la 

droga juega un papel importante en la identificación de dichos biomarcadores.  El estudio 

de la interacción parásito-hospedero-tratamiento en el contexto del tratamiento antimonial 

permitirán esclarecer mejor la interacción entre dichos factores e identificar potenciales 

biomarcadores con alguna utilidad clínica futura. 

Los biomarcadores son moléculas empleadas para diagnosticar, pronosticar o monitorear un 

estado biológico particular. Entre los más conocidos se encuentran los niveles de glucosa 

para diagnosticar la diabetes, los niveles colesterol sérico para pronosticar el riesgo de 

enfermedad cardio-cerebro-vascular, los anticuerpos en el suero para el diagnóstico de 

infecciones como VIH, dengue, entre otras. Sin embargo, aún no se dispone de un 

biomarcador que permita predecir la respuesta terapéutica de los pacientes con 

leishmaniasis. Se han realizado varias aproximaciones en la búsqueda de estos 

biomarcadores que permitan clasificar a los pacientes con un mayor o menor riesgo de 

falla. Entre los factores que se han asociado con un mayor riesgo de falla resaltan, el tiempo 

de evolución de la enfermedad menor a dos mes, la terapia antileishmanial previa, prueba 

de Montenegro negativa o la mayor expresión de citoquinas como IL-1β, IL-10, TNFα o de 
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la súper oxido dismutasa 1 (SOD1) (34–38). No obstante, su utilidad clínica y su uso en 

etapas tempranas del tratamiento aún no han sido probadas.  

El advenimiento de las metodologías de alto rendimiento como la transcriptómica, la cual 

permite detectar los genes modulados bajo condiciones y tiempo específicas; la 

metabolómica, que aborda la identificación de los metabolitos en una muestra dada;  y el 

ARN interferente, donde se bloquea la expresión de un gen determinado para evaluar su 

función, brindan nuevas posibilidades para el descubrimiento de biomarcadores que 

permitan avanzar en el diagnóstico, seguimiento, pronóstico y tratamiento de diversas 

patologías (39–42). En el cáncer, estas tecnologías se han empleado ampliamente en la 

búsqueda de nuevas moléculas que permitan detectar la enfermedad en sus estadios más 

tempranos, pronosticar la respuesta de los pacientes al tratamiento y evaluar la efectividad y 

toxicidad de las nuevas terapias (40, 43–45). 

El propósito de este estudio es entender desde la perspectiva del hospedero, los mecanismos 

moleculares que modulan la supervivencia intracelular del parásito durante la exposición a 

los compuestos antimoniales, al igual que identificar biomarcadores plasmáticos asociados 

con la respuesta terapéutica que puedan ser empleados como biomarcadores tempranos de 

respuesta o desenlace al tratamiento de la LC causada por L. Viannia. 
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3. Preguntas de investigación 

¿Están las funciones inmunológicas y de respuesta a antimoniales alteradas en los 

macrófagos de pacientes con LC que no responden al tratamiento con Glucantime®? 

¿Pueden ser empleados los perfiles metabólicos en plasma para predecir la respuesta 

terapéutica al Glucantime® en pacientes con LC? 

3.1. Objetivo general 

Identificar biomarcadores de respuesta terapéutica en pacientes con leishmaniasis cutánea  

tratados con Glucantime®. 

3.2. Objetivo específico 1 

• Identificar y validar las funciones de los macrófagos humanos que controlan la 

supervivencia intracelular de Leishmania durante la exposición al antimonio 

pentavalente.   

– Indicadores: 

• Perfiles transcriptómicos (ARNseq) de macrófagos primarios de 

pacientes con divergente respuesta terapéutica evaluados. 

• Funciones antimicrobianas y de respuesta de exposición a 

xenobióticos (antimoniales) expresadas diferencialmente en 

macrófagos humanos, identificadas y validadas.  

3.3. Objetivo específico 2 

• Identificar biomarcadores metabólicos predictivos de respuesta terapéutica durante 

el tratamiento con Glucantime® en pacientes con leishmaniasis cutánea.  

– Indicadores: 

• Depuración y normalización de la base de datos de metabolómica, 

realizada. 

• Metabolitos candidatos como potenciales biomarcadores de respuesta 

terapéutica, identificados. 
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4. Marco teórico 

4.1. El tratamiento 

El antimonio trivalente (Sb
III

) como terapia para la leishmaniasis fue introducido en 1912 

por Gaspar Vianna en Brasil. Tres años después se introdujo su uso para el manejo de la 

leishmaniasis visceral en Europa. Para el año de 1922, se realizó un cambio importante en 

la molécula original con la introducción de la urea estibamine, el primero de los 

antimoniales pentavalentes (Sb
V
) mucho más seguro y menos tóxico para los humanos que 

el Sb
III

. La forma pentavalente de los antimoniales (encontrados comercialmente como: 

Glucantime® y Pentostam®) continúan siendo la terapia de primera línea para la 

leishmaniasis en diversos lugares endémicos del mundo (46). No obstante, en 1970 y 1980 

en Kenia (África) y Bihar (India) respectivamente, se reportó un incremento significativo 

de pacientes con leishmaniasis visceral que fallaron a la terapia antimonial, encontrándose 

una alta proporción de parásitos resistentes al medicamento. En Bihar ya no se recomienda 

el uso de antimoniales, empleando actualmente como tratamiento de primera línea 

anfotericina B en combinación con MLF (46, 47). De acuerdo a las guías de la 

Organización Mundial de la Salud (OMS), las opciones terapéuticas disponibles para el 

control de la leishmaniasis son: el antimonio pentavalente, el miltefosine, la anfotericina B, 

la paramomicina y la pentamidina (46). En el siguiente apartado se profundizará en el uso 

terapéutico de los dos antileishmaniales más usados, el antimonio y el miltefosine. 

4.1.1. Antimoniales 

El antimonio pentavalente es la primera línea de tratamiento contra la leishmaniasis en 

diversas zonas endémicas en el mundo, excepto en la mayor parte de Europa y el 

Subcontinente Indio, donde emplean la anfotericina B como droga de primera línea para el 

manejo de la leishmaniasis visceral (46, 47). A pesar de que los antimoniales llevan siendo 

empleados como droga antileishmanial por aproximadamente 100 años, su mecanismo de 

acción no se conoce con exactitud. 

El Sb
V
 generalmente se administra intramuscular (IM) o intravenosamente (IV). Se 

comercializa en dos formas, como sodio estibogluconato (Pentostam®), y antimoniato de 

meglumina (Glucantime®). La concentración del principio activo (Sb) es variable en ambas 



21 
 

formulaciones con 85 mg Sb/mL para el Glucantime® y 100 mg Sb/mL para el 

Pentostam® (48). La dosis de administración estándar sugerida por la OMS y el Ministerio 

de Salud de Colombia es de 20 mg/kg/día durante 20 días. El modo de acción más 

ampliamente aceptado para los antimoniales es el modelo de pro-droga, donde el Sb
V
 debe 

ser reducido a Sb
III

 para ejercer su efecto leishmanicida (49, 50). Los efectos adversos más 

frecuentes con la administración de los antimoniales son mialgias y artralgias, problemas 

gastrointestinales, dolor de cabeza, fiebre, vómito, diarrea, exantema, eritema, entre otros 

(51). Adicionalmente, se han reportado eventos adversos serios como cardiomiopatías, falla 

renal y anormalidades hepáticas y pancreáticas reversibles, como elevación de las 

transaminasas generalmente a la semana de haber iniciado el tratamiento. La anormalidad 

cardíaca más frecuente es la prolongación del intervalo QTc en el electrocardiograma, 

recomendándose electrocardiograma de seguimiento para los pacientes mayores de 45 años 

(51, 52).  

Una vez administrado el medicamento este alcanza un pico máximo de concentración 

plasmática (Cmax) de 38.8 µg/mL entre las 0.5 a 2 horas, con un promedio de 1.5 horas. 

Para el caso de la leishmaniasis cutánea la acumulación de la droga en piel presenta un 

retraso respecto al Cmax plasmático de 2.1 horas en promedio (52). La concentración 

máxima alcanzada en piel con una dosis estándar de 20 mg/kg/día es de 7.46 ± 7.7 µg/g de 

tejido. La eliminación del Sb es principalmente renal y oscila entre un 40 al 80% de la dosis 

inicial administrada en las primeras 24h. Sin embargo, a pesar de su corta vida media, 

algunos estudios han reportado que la eliminación total de la droga puede tardar 36 días, e 

incluso hasta más de 50 días (52). 

El antimonio no se recomiendo en mujeres embarazadas o que se encuentren en periodo de 

lactancia, tampoco es recomendado en personas que tengan problemas cardíacos de base o 

falla renal severa, dado que su eliminación es principalmente por vía renal (52). Las 

mujeres en edad fértil que reciban tratamiento antimonial, se les debe administrar algún 

método de planificación familiar, dado que la droga puede tener efectos teratogénicos para 

el feto (7, 52, 53). 

La mayoría de los datos reportados de farmacocinética del medicamento, son de estudios 

realizados en adultos y se asume que la misma dosis terapéutica puede ser empleada en 
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niños. No obstante, algunos autores han demostrado que los niños eliminan mucho más 

rápido el antimonio por lo que es necesario realizar más estudios en esta población para 

ajustar las dosis del fármaco (52). 

4.1.2. Miltefosine 

El MLF (alquilfosfocolina) es una molécula que posee una cabeza polar y una cola 

hidrofóbica. Se usa en Colombia en pacientes con leishmaniasis cutánea a partir del año 

2005 y al igual que el antimonio su mecanismo de acción exacto se desconoce. Algunas 

hipótesis sobre su mecanismo de acción se enfocan en su capacidad de inducir la apoptosis 

celular, alteración de la composición lipídica de la membrana plasmática y de las vías de 

señalización dependientes de lípidos, al igual que se le han atribuido efectos modulares de 

la respuesta inmune (52).  

MLF es la única droga antileishmanial de administración oral y la dosis estándar 

recomendada es de 2.5 mg/kg durante 28 días. Sus principales reacciones adversas se 

asocian a molestias gastrointestinales, náuseas, vómito y diarrea. El MLF es de absorción 

lenta, con un tiempo medio de 2 horas. En humanos, la unión a albúmina es de 

aproximadamente el 97% y se acumula dos veces más en las células mononucleares de 

sangre periférica (CMSP) respecto al plasma (52). Su metabolismo se da a nivel intracelular 

mediado principalmente por la fosfolipasa D y su excreción renal es menor al 0.2%. El 

MLF posee una vida media de aproximadamente 31 días y puede requerir hasta 6 meses 

para su eliminación total (52). 

El MLF, al igual que el antimonio, no se recomiendo en mujeres embarazadas o que se 

encuentren en periodo de lactancia. Las mujeres en edad fértil que reciban MLF se les debe 

administrar algún método de planificación familiar, pues la droga puede tener efectos 

teratogénicos (7, 52, 53). 

Finalmente, el MLF también es eliminado más rápido en los niños por lo que es necesario 

realizar más estudios para ajustar las dosis y no seguir exponiéndolos a dosis 

subterapéuticas (52, 54). 



23 
 

4.2. El parásito 

La primera evidencia de la existencia de un ancestro de Leishmania data desde hace 100 

millones de años, a partir del descubrimiento de un ámbar fósil que conservaba el vector 

con el parásito en su interior (55). Pero no fue sino hasta finales del siglo XIX y principios 

del siglo XX donde el agente etiológico fue identificado por primera vez (46). El nombre 

actual de Leishmania se le debe a Ronald Ross, quién sugirió dicho nombre en honor al 

Teniente General Sir William Boog Leishman (1843-1914), uno de los primeros 

investigadores en reportar el parásito como el agente etiológico de la enfermedad (46).  

Leishmania es un parásito que presenta un ciclo de vida digenético, parte de su ciclo lo 

desarrolla en el vector y la otra parte en el hospedero (Figura 1). El género Leishmania se 

divide en dos grandes subgéneros, Leishmania y Viannia, cuya clasificación se originó a 

partir de su desarrollo en el vector: el subgénero Leishmania tiene un desarrollo 

suprapilorica en el vector (unión entre el intestino medio y alto), mientras que el subgénero 

Viannia tiene un desarrollo peripilarica (46, 56, 57). El ciclo del parásito en el vector inicia 

cuando una mosca hembra no infectada se alimenta de sangre de un hospedero mamífero 

infectado con el parásito. Las células infectadas del hospedero ingresan al intestino del 

vector liberando los amastigotes intracelulares e iniciando su conversión a promastigotes 

procíclicos. Una vez han completado su desarrollo, los promastigotes metacíclicos, forma 

infectiva del parásito, migran hacia la probóscide del vector preparándose para infectar a un 

nuevo hospedero en el momento de una nueva ingesta de sangre (57). Ya en el hospedero, 

los promastigotes metacíclicos ingresan principalmente a los macrófagos, donde inician 

nuevamente su conversión a amastigotes intracelulares, su proceso de replicación e 

infección de otros macrófagos (Figura 1) (58).  
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Figura 1. Ciclo de vida de Leishmania. 

La parte izquierda (azul) representa el ciclo del parásito en su forma de promastigotes en el vector 

(Lutzomyia o Phlebotomus). La parte derecha (verde) representa el ciclo del parásito en el 

hospedero humano u otros mamíferos en su forma de amastigotes intracelulares. Tomado de: 

Harhay M. O. et. al. (2011), Urban parasitology: visceral leishmaniasis in Brazil, Trends in 

Parasitology, con autorización de Elsevier (59).  

Leishmania como promastigote flagelado extracelular, cuya forma encontramos en el 

vector puede llegar a medir de 15 a 20 µm. Como amastigote intracelular obligado, no 

posee flagelo y puede llegar a medir de 3 a 5 µm (58). Actualmente existen más de 20 

especies de Leishmania, y aquellas de importancia médica tanto para el viejo mundo como 

para el nuevo mundo, al igual que su presentación clínica más frecuente se mencionan en la 

tabla 1 (46, 58).  
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Tabla 1. Especies de Leishmania que infectan al humano y su presentación clínica. 

 

       Adaptado de: WHO Technical Report Series, Control of the leishmaniasis, 2010 (46). 

4.2.1. Mecanismos de resistencia frente a los antileishmaniales 

La emergencia de resistencia del parásito frente a los antileishmaniales es una problemática 

que cada vez alcanza mayor relevancia, cuya gravedad se acentúa por las escasas 

alternativas terapéuticas disponibles (5 para tratamiento sistémico según la OMS) (14, 60, 

61). Como ejemplo, para el caso de la región de Bihar (India), el uso de los antimoniales ya 

no es recomendado por la alta proporción de parásitos resistentes y su asociación con la 

falla terapéutica, alcanzado niveles del 65% (60). Actualmente para esta región se emplean 

esquemas de anfotericina B en combinación con miltefosine (MLF) (60). A continuación, 

se discuten brevemente los mecanismos de resistencia en Leishmania para los dos 

antileishmaniales más usados en el mundo, antimoniales y MLF. 

 

Sub-genero  L.  (Leishmania) L.  (Leishmania)  L.  (Viannia)  L.  (Viannia)

Viejo mundo L. donovani L. major

L. infantum L. tropica

L. killickia
1

L. aethiopica

L. infantum

Nuevo mundo L. infantum L. infantum L. braziliensis L. braziliensis

L. mexicana L. guyanensis L. panamensis

L. pifanoia
1

L. panamensis

L. venezuelensis L. shawi

L. garnhamia
1

L. naïffi

L. amazonensis L. lainsoni

L. lindenbergi

L. peruviana

L. colombiensis
2

Tropismo principal Viscerotrópica Dermotrófica Dermotrópica Mucotrópica
1
 Estatus de las especies bajo discusión 

2
 Reclasificada como Endotrypanum colombiensis
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4.2.2. Resistencia del parásito frente a los antimoniales 

El mecanismo de acción de los antimoniales no se conoce completamente. Sin embargo, se 

discute que su efecto puede ser generalizado promoviendo el estrés oxidativo y alterando el 

equilibrio óxido/redox mediante el agotamiento del tripanotión (TSH) e inhibición de 

enzimas claves que participan en su síntesis (Glutation sintetasa y la Ornitina 

descarboxilasa), inhibiendo la β-oxidación, inhibiendo la actividad de diversas enzimas que 

poseen residuos de cisteínas con grupos tiol disponibles y promoviendo la fragmentación 

del ADN (60, 62–64). 

El TSH es el principal agente reductor en el parásito, y está compuesto por la unión de dos 

moléculas de glutatión (GSH) y una de espermidina. Su mayor concentración en el parásito 

se ha relacionado con resistencia. Para la cual, la mayor expresión de la glutatión sintetasa 

y ornitina descarboxilasa juegan un papel importante en el incremento de su síntesis 

favoreciendo el fenotipo de resistencia (60, 64). La acuagliceroproteína 1 (AQP1) es una de 

las principales proteínas implicadas en el ingreso del antimonio trivalente (Sb
III

) al interior 

del parásito. La inhibición de AQP1 disminuye el ingreso de la droga y se asocia con 

resistencia al Sb. Por el contrario, la sobre-expresión de AQP1 en cepas resistentes, revierte 

su fenotipo de resistente a susceptible (60, 64, 65).  

Se acepta ampliamente que el antimonio pentavalente (Sb
V
) es una pro-droga que debe ser 

reducida al antimonio trivalente (Sb
III

), para ejercer su efecto leishmanicida. Dicha 

reducción se puede dar tanto en la célula hospedera como en el parásito, donde el 

GSH/TSH juega un papel importante en la interconversión de la droga a su forma activa. 

Por otra parte, el TSH puede tener un papel dual, activando la droga pero también 

uniéndola, formado complejos TSH-antimonio, que posteriormente son detoxificados del 

parásito a través de su acumulación intravesicular o eflujo mediante transportadores 

dependientes de ATP tipo ABC (60, 64, 66, 67). 

Los transportadores tipo ABC son una de las familias de proteínas más grandes 

conservadas evolutivamente. La estructura de estos transportadores consta de dominios 

transmembranales (TMD) y un dominio de unión a nucleótidos, conocido como NBD. El 

domino NBD posee una región altamente conservada conocida como ―la firma ABC‖, que 

es característica de esta superfamilia (66, 68). Los transportadores ABC están implicados 
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en diversas actividades fisiológicas principalmente relacionadas con el transporte de 

moléculas a través de las membranas biológicas mediante la hidrólisis de ATP. Entre los 

sustratos conocidos para este tipo de transportadores se encuentran los lípidos, los 

esteroides, los péptidos, iones, metales pesados, toxinas, nucleótidos, carbohidratos y 

azúcares. La sobreexpresión de estos transportadores ha sido asociada con resistencia a 

múltiples drogas tanto en el parásito como en las células del hospedero (68).    

Los transportadores ABCB1 y ABCC3, se han reportado como proteínas importantes en la 

resistencia de Leishamania frente a As
III

 y Sb
III

, localizados en pequeñas vesículas cercanas 

al bolsillo paraflagelar, participando en el secuestro de los conjugados TSH-antimonio, 

bloqueando así su efecto leishmanicida (60, 64, 69). Otro transportador tipo ABC, ABCI4, 

localizado en la membrana plasmática, se asoció con el eflujo del Sb
III 

favoreciendo los 

fenotipos de resistencia (60, 64). Por otro lado, el transportador ABCI3 se asoció con la 

entrada del Sb
III

, donde los parásitos ABCI3
+/- 

presentaron un fenotipo de resistencia a los 

antimoniales (Figura 2) (70). 

Los mecanismos descritos previamente no son generalizables a todas las especies de 

Leishmania, e incluso pueden llegar a variar entre las mismas especies que comparten 

fenotipos de resistencia al antimonio. Parte de esta discrepancia se debe a las diferencias 

intrínsecas de cada especie, y a que varios de los estudios se realizaron en cepas 

seleccionadas por presión de medicamente en el laboratorio, cuyos hallazgos no 

necesariamente se mantienen en las cepas clínicas (71), indicando que existe una amplia 

heterogeneidad en los fenotipos de resistencia encontrados.    
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Figura 2. Mecanismos de transporte y detoxificación del antimonio en amastigotes de Leishmania. 

AQP1 y ABCI3 facilitan el influjo del Sb
III

 al parásito. De otro lado, ABCI4 facilita el eflujo. Un 

transportador aún no descrito permite el ingreso del Sb
V
 donde el TSH puede reducirlo a su forma 

trivalente (Sb
III

), pero también puede unir el Sb formando complejos TSH-Sb que posteriormente 

son detoxificados del parásito a través de vesículas intracelulares, donde ABCB1 y ABCC3 media 

dicho transporte. K: kinetoplasto 

4.2.3. Resistencia del parásito frente al miltefosine 

Al igual que el antimonio, el mecanismo de acción del miltefosine (MLF) no se conoce 

completamente. Su efecto leishmanicida parecer estar mediado por la apoptosis celular, la 

cual se sustenta en observaciones previas donde el parásito presentó contracción celular, 

fragmentación y condensación del ADN nuclear y exposición de la fosfatidilserina de la 

parte interna a la parte externa de la membrana plasmática (60, 72, 73).  

Estudios realizados en cepas seleccionadas por presión de medicamente en el laboratorio 

mostraron que la resistencia al MLF puede ser mediada por diferentes transportadores de 

membrana, entre los cuales encontramos ABCB1, ABCG-4 y ABCG-6 (74–76), al igual 

que el ―transportador de miltefosine‖ (TM) (77). La familia de los transportadores ABCG 

ha sido implicada en el transporte de lípidos, y el MLF es un análogo estructural de la 
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fosfatidilcolina, lo que facilita su transporte (78). ABCB1, ABCG-4 y 6 fueron descritos 

como bombas de eflujo localizados en la membrana del parásito cuya sobreexpresión 

disminuía la acumulación intracelular del MLF promoviendo la resistencia frente a la droga 

(74–76). Contario a los transportadores ABCG que median el eflujo del MLF, el 

transportador TM, proteína implicada en la translocación de glicerofosfolípidos de 

membrana, participa en el influjo del MLF (Figura 3). Las mutaciones o la baja expresión 

de dicho transportador se han asociado con resistencia, al disminuir el ingreso de la droga. 

Adicionalmente, se encontró que la proteína TM no actúa sola, y que requiere de una 

subunidad β complementaria conocida como Ros3, por lo que la deficiencia en alguna de 

las dos genera el mismo fenotipo de resistencia al MLF (79).  

Recientemente se encontró que la resistencia a MLF generada por mutaciones en el TM, 

también pueden generar resistencia cruzada a la anfotericina B (47), primera línea de 

tratamiento contra la leishmaniasis visceral en Europa, al igual que en ciertas regiones del 

Subcontinente Indio. El MLF es una molécula con una vida media muy larga (150 a 200 

horas), lo que genera un ambiente ideal para la selección de clones resistentes a la droga 

expuestos a dosis sub-terapéuticas (60, 80). La vida media larga del MLF, la emergencia de 

resistencia y su resistencia cruzada con otros antileishmaniales complica el panorama y 

plantea el interrogante sobre lo adecuado de los esquemas terapéuticos actuales para 

prevenir la resistencia generalizada frente a las pocas opciones terapéuticas existentes.  

Ahora, si se considera que el parásito no es un ente independiente, que se encuentra a nivel 

intracelular en la célula hospedera y que el medicamento debe llegar al fagolisosoma para 

poder ejercer su efecto leishmanicida, el hospedero cobra un papel relevante en el 

metabolismo de la droga y en la respuesta terapéutica. 
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Figura 3. Mecanismos de transporte y detoxificación del MLF en amastigotes de Leishmania. 

El transportador del MLF (TM) y la proteína acopladora Ros3 participan en el influjo del MLF. Por 

otro lado, los transportadores ABCB1 y ABCG4/6 participan en el eflujo del MLF. K: kinetoplasto.     

4.3. El hospedero  

Reportes de la presencia del parásito en el hospedero humano datan desde los años 2050-

1650 A.C. (55). Sin embargo, el agente etiológico y su forma de transmisión sólo fue 

descrita hasta finales del siglo XIX y principios del siglo XX. Las formas clínicas de la 

leishmaniasis varían desde su presentación visceral, hasta la forma cutánea y mucocutánea. 

Su presentación depende de la especie de Leishmania infectante, de la localización 

geográfica (Tabla 1), y del estado inmune del hospedero. 

4.3.1. Manifestaciones clínicas: 

4.3.1.1. Leishmaniasis visceral (LV) 

Principalmente causada por L. donovani y L. infantum para el viejo mundo y L. infantum 

(antes L. chagasi) para el nuevo mundo. El grupo de edad mayormente afectado son los 

niños menores de 10 años y adultos jóvenes inmunosuprimidos o infectados con VIH (46). 
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El periodo de incubación de la enfermedad oscila entre 10 días hasta 1 año y su inicio es 

gradual, aunque puede ser abrupto en personas no expuestas de zonas no endémicas que 

visitan zonas endémicas. Los síntomas suelen ser inespecíficos y entre los más comunes se 

presentan fiebre, malestar general, escalofríos, pérdida de peso, anorexia, malestar en el 

hipocondrio izquierdo, esplenomegalia con o sin hepatomegalia. También se presenta 

desgaste y palidez de las membranas mucosas. Las lesiones cutáneas, conocidas como post 

Kala-azar (presentación cutánea de la leishmaniasis visceral) pueden estar presentes, pero 

no son comunes en Sur América. De no ser tratada la enfermedad puede ser mortal.  

4.3.1.2. Leishmaniasis cutánea (LC) 

Se han descrito diferentes formas clínicas de la leishmaniasis cutánea como lo son la forma 

localizada, diseminada, difusa, atípica, mucocutánea y post Kala-azar. 

Los signos clínicos de la enfermedad cutánea comienzan como un nódulo o una pápula en 

el sitio de inoculación del parásito por el vector. La lesión va creciendo lentamente hasta 

formar la ulcera característica en la piel con bordes levantados e indurados, una vez se cura, 

deja una cicatriz deprimida con pigmentación alterada. Dependiendo la especie infectante 

se habla de úlcera seca (L. tropica) o úlcera húmeda (L. major) para el viejo mundo. El 

periodo de incubación oscila entre 2 a 8 meses. La forma difusa de la enfermedad es 

causada por L. aethiopica y se caracteriza por la amplia diseminación de máculas, pápulas, 

nódulos o placas (46).    

Para el nuevo mundo, ambos subgéneros (Leishmania y Viannia) pueden provocar la forma 

cutánea localizada y el inicio y aparición de la úlcera es similar a la del viejo mundo. Sin 

embargo, pueden haber algunas manifestaciones cutáneas atípicas. La forma mucocutánea 

se asocia principalmente a L. braziliensis y L. panamensis, llegando a causar deformidad 

facial por deterioro de la mucosa nasal, orofaríngea y la ruptura del septo nasal y paladar. 

La forma difusa se asocia principalmente a L. mexicana y L. amazonensis, esta condición 

no cura espontáneamente, pero no se presenta compromiso de mucosa nasal. La forma 

diseminada se presenta con nódulos y úlceras dispersas en el cuerpo, asociándose 

principalmente con L. panamensis, L. braziliensis, L.guyanensis y L. amazonensis (46). 
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El post Kala-azar se presenta principalmente en áreas endémicas para L. donovani, siendo 

frecuente en África del Este y el Subcontinente Indio. Generalmente las lesiones cutáneas 

aparecen 6 meses a 1 año después de la cura aparente de la leishmaniasis visceral, pero 

puede aparecer antes o incluso en simultáneo con la forma visceral (46).   

4.3.1.3. Leishmaniasis mucocutánea (LMC) 

La leishmaniasis mucocutánea está normalmente asociada a complicaciones de la forma 

cutánea, involucrando principalmente a las especies de Leishmania del nuevo mundo. Estas 

manifestaciones clínicas pueden aparecer un año después de resolver la forma cutánea hasta 

varios años después (46). Las manifestaciones mucocutáneas pueden afectar tanto la 

mucosa nasal como orofaríngea, llegando a destruir el septo nasal y el paladar, generando 

lesiones desfigurantes en los pacientes. Se estima que aproximadamente entre 1% al 10% 

de los pacientes que presentan la forma cutánea pueden evolucionar a la forma 

mucocutánea con especies infectantes del nuevo mundo (46).   

4.3.2. Transporte, metabolismo y detoxificación de antileishmaniales en la 

célula hospedera: Antimoniales 

Durante más de dos décadas, la investigación en el contexto de la falla terapéutica y la 

resistencia frente a los antileishmaniales se enfocó en buscar factores exclusivos del 

parásito asociados a la resistencia, logrando caracterizar algunos transportadores y enzimas 

con un papel importante en la resistencia del parásito frente a la droga. No obstante, otros 

estudios también demostraron que infecciones con cepas resistentes a los antileishmaniales 

no siempre cursan con falla terapéutica y vice-versa (81), resaltando el papel que juega el 

hospedero en dicha respuesta final. 

Recientemente, la investigación ha girado en torno a entender los mecanismos de la célula 

hospedera que modulan la supervivencia intracelular del parásito y controlan el 

metabolismo de la droga.  En términos pragmáticos, la célula hospedera representa una 

barrera que debe ser atravesada por la droga antes de alcanzar el parásito, en este sentido es 

lógico pensar que los macrófagos desempeñan un rol importante en el fenotipo de 

resistencia y finalmente en la respuesta terapéutica. En esta línea, diferentes autores han 

demostrado la importancia de los transportadores de membrana, entre los que se incluyen 

los transportadores tipo ABC dependientes de ATP, como bombas importantes de 
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eflujo/influjo de los medicamentos (28–30). Por otro lado, las acuagliceroproteínas (AQP), 

han sido descritas como proteínas de membrana que pueden facilitar el ingreso de 

diferentes compuestos a la célula, entre los que resaltan los compuestos metaloides como el 

antimonio (31–33).    

Estudios recientes mostraron que los transportadores tipo ABC, ABCC1 y ABCB1, pueden 

facilitar el eflujo de los antimoniales en los macrófagos desde el citoplasma, disminuyendo 

la concentración intracelular del antimonio y favoreciendo la supervivencia del parásito 

(29). La inhibición de dichos transportadores con lovastatina en modelos murinos logró 

incrementar la acumulación intracelular del antimonio favoreciendo la muerte intracelular 

del parásito y la sobrevida de los ratones, que de lo contrario sucumbían a la infección al 

día 180 de seguimiento (29). Otros estudios, validaron funcionalmente el papel 

desempeñado por el transportador ABCB6, localizado en la membrana fagolisosomal, 

como un transportador de antimonio desde el espacio citoplasmático al interior del 

fagolisosoma donde reside el parásito. Los macrófagos silenciados (ARN interferente) para 

el transportador ABCB6 favorecieron la supervivencia del parásito (28). Finalmente, 

ABCB5, localizado tanto en la membrana plasmática como en la membrana del 

fagolisosoma, se correlacionó positivamente con la supervivencia intracelular del parásito 

durante la exposición al antimonio. Los autores lo postularon como una posible bomba de 

eflujo del antimonio desde el fagolisosoma al citoplasma y del citoplasma al espacio 

extracelular (Figura 4) (30). Estos estudios han empezado a dilucidar la importancia que 

tienen los transportadores tipo ABC en el metabolismo y transporte del antimonio y su 

relación con la supervivencia del parásito. 

Los transportadores ABC no son los únicos protagonistas, las proteínas AQP-3-7 y 9 son la 

puerta de entrada de los metaloides a la célula hospedera y su inducción se ha asociado con 

mayor acumulación del AS y Sb (Figura 4), incrementando la susceptibilidad de la célula a 

la toxicidad por dichos metales (31–33). No obstante, estos datos derivan de estudios con 

células cancerígenas y su papel en modelos de infección con Leishmania en macrófagos 

primarios expuestos al Sb
V
 no mostraron inducción de AQP9 (28).    
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Figura 4. Mecanismos de transporte y detoxificación de compuestos antimoniales en macrófagos 

humanos. 

El Sb
V
 debe llegar al fagolisosoma donde residen los amastigotes de Leishmania para ejercer su 

efecto leishmanicida. Las aquaporinas AQP9/7 actúan permitiendo el ingreso del medicamento al 

macrófago, una vez internalizado el GSH participa en la reducción del Sb
V
 a Sb

III
, forma activa de 

la droga. El GSH también puede formar complejos con el antimonio, GSH-Sb, y facilitar el eflujo 

del medicamento a través de los transportadores ABCB1, 5 y ABCC1. El transportador ABCB6 

puede facilitar el ingreso del antimonio desde el citoplasma al interior del fagolisosoma exponiendo 

el parásito a la droga y promoviendo su muerte. Contrario a esto, el transportador ABCB5 facilita el 

eflujo del antimonio desde el lumen del fagolisosoma al citoplasma y finalmente al espacio 

extracelular.  

4.3.3. Transporte, metabolismo y detoxificación de antileishmaniales en la 

célula hospedera: Miltefosine 

El miltefosine (MLF) es la única opción terapéutica de uso oral. En un inicio el MLF era 

empleado como una droga anticancerígena que posteriormente fue aprobada para su uso en 
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el tratamiento de la leishmaniasis. La primera evidencia de un transportador implicado en el 

eflujo del MLF en la célula hospedara proviene de modelos con células cancerígenas, 

donde se reportó que la sobreexpresión de ABCB1 confería resistencia frente al MLF (82). 

Posteriormente, otro estudio demostró el papel del transportador de membrana ABCA3 en 

el eflujo del MLF directamente en macrófagos infectados con Leishmania, donde el 

silenciamiento génico (ARN interferente) de este transportador en el macrófago 

incrementaba la acumulación intracelular de la droga y revertía parcialmente el fenotipo de 

una cepa de Leishmania resistente al MLF (81). Los transportadores ABC no son 

específicos de una sola molécula y se conoce que pueden conferir resistencia a diferentes 

compuestos. A pesar de esto, la resistencia cruzada entre MLF y antimonio no ha sido 

reportada aún, pero estudios independientes, uno con antimonio y otro con MLF, ha 

señalado al transportador ABCB1 como transportador común (29, 82), por lo que la 

resistencia cruzada entre MLF y antimonio podría ser factible. Es aquí donde el tratamiento 

y los regímenes terapéuticos cobran una mayor importancia.     

4.4. Los biomarcadores como moléculas predictivas y pronosticas de 

respuesta terapéutica  

Biomarcador: “Es una característica que es medible objetivamente y evaluada como un 

indicador de procesos biológicos normales, patológicos o de respuesta farmacológica a 

una intervención terapéutica”. Traducido del inglés: Biomarkers Definitions Working 

Group Bethesda, 2001 (39). 

En el contexto de la Leishmaniasis diversos estudios se han enfocado en identificar 

biomarcadores directos -en los cuales se evalúa la presencia del parásito o alguno de sus 

componentes-  o indirectos -donde se identifican moléculas del hospedero relacionadas con 

la enfermedad-, tanto para el diagnóstico, la respuesta a la terapia o la patogenicidad de la 

enfermedad (34). 

Algunos reportes han tratado de relacionar la carga parasitaria en biopsias de pacientes con 

LC (L. major y L. donovani) con la respuesta terapéutica al MLF, encontrando una caída en 

la carga parasitaria de 1 log por cada semana de tratamiento (83). No obstante, esto fue sólo 

el reporte de caso de dos pacientes, por lo que la evidencia no deja de ser circunstancial. No 

obstante, la evaluación de la carga parasitaria como parámetro de respuesta al tratamiento 
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en pacientes con LV es el ―Gold Standard‖, pero su evaluación es invasiva requiriendo 

aspirado de bazo o de médula ósea para el monitoreo clínico (34, 84). 

Otros estudios realizados en Brasil en el contexto de la leishmaniasis visceral (L. infantum), 

donde evaluaron diferentes antígenos solubles (sIL-2R, sCD8, sCD4, sICAM-1 y 

neopterina) en muestras de suero pre y post-tratamiento, en niños que curaron y fallaron a 

la terapia antimonial (n=10/por grupo). Mostrando que los antígenos solubles IL-2R e 

ICAM-1 pueden ser empleados como biomarcadores tempranos (antes de iniciar el 

tratamiento), predictores de desenlace. Mientras que el antígeno soluble CD8 y la  

neopterina como marcadores de seguimiento al tratamiento (85, 86). No obstante, dichos 

biomarcadores requieren estudios de validación adicionales debido al número bajo de 

pacientes incluidos y que las muestras pre-tratamiento se colectaron en diferentes 

momentos de evolución de la enfermedad. Otros biomarcadores inmunológicos se han 

medido en el suero de pacientes (IL-10, TNFα, IFNγ, etc.). Sin embargo, los resultados no 

son contundentes, incluso llegando a ser contradictorios en algunos casos (34, 87, 88). Por 

otra parte, estudios enfocados en patogenicidad y cronicidad de la enfermedad, 

identificaron la sobre-expresión de las quemoquinas CXCL3 y CXCL5 asociadas a la 

infección con cepas de L. V. panamensis provenientes de lesiones cutáneas crónicas (27). 

No obstante, la relación entre cronicidad de la enfermedad y falla terapéutica no ha sido 

establecida, pero se podría pensar que una cepa más patogénica que genera enfermedad 

crónica también tendría más probabilidades de generar falla terapéutica. 

El estallido respiratorio es un mecanismo importante mediado por la célula hospedera para 

controlar la infección. No obstante, se ha observado que pacientes infectados con L. V. 

braziliensis que fallan al tratamiento antimonial presentan mayores niveles en plasma de la 

enzima súper óxido dismutasa 1 (SOD1), responsable de catalizar la dismutación del 

superóxido en oxígeno y peróxido de hidrógeno, disminuyendo así los niveles de iones 

súper óxido y promoviendo la supervivencia del parásito (36).     

Otros biomarcadores clínicos y biológicos descritos para LC como predictores de falla 

terapéutica o recaída son: el tiempo de evolución de la lesión cutánea ≤ 2 meses al 

momento de iniciar el tratamiento, el haber recibido terapia previa (37, 89) y tener prueba 

de Montenegro positiva (prueba intradérmica para evaluar la reactividad frente a los 
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antígenos de Leishmania) (37, 90). Sin embargo, otros estudios han indicado que entre más 

fuerte sea la reacción a la prueba de Montenegro, mayor será la probabilidad de curar (89), 

lo cual no contradice los hallazgos previos, dado que el paciente puede tener cura aparente, 

pero recaer después de la cura.  

4.4.1. Nuevas tecnologías empleadas en la identificación de biomarcadores 

Actualmente, la respuesta terapéutica en los pacientes con LC se define como la 

reepitelización total del tejido sin signos de inflamación a la semana 26 después de haber 

iniciado el tratamiento (17). De otro lado, la ausencia de amastigotes en aspirado de bazo o 

médula ósea es el parámetro de evaluación para el caso de la LV. No obstante, estos 

parámetros clínicos y parasitológicos son difíciles de medir y requieren personal 

especializado. 

Otras limitaciones que presentan los parámetros clínicos para la definición de respuesta 

terapéutica son: 1) limita el uso de otras opciones terapéuticas o el cambio de tratamiento 

de forma temprana y oportuna a otra alternativa que podría ser más eficaz para el paciente, 

pues requeriré seguimiento durante 6 meses para establecer la respuesta clínica, 2) se 

expone al paciente a los efectos tóxicos de la droga, 3) dificulta el seguimiento del 

tratamiento de los pacientes que viven en zona rural dispersa y comunidades apartadas, que 

son la gran la mayoría para el caso de la leishmaniasis, y 4) dificulta el diseño de ensayos 

clínicos para la evaluación de nuevas opciones terapéuticas dado los largos periodos de 

seguimiento para establecer la cura definitiva bajo los estándares actuales. Considerando lo 

anterior, la identificación de nuevos biomarcadores de respuesta terapéutica mucho más 

precisos, de fácil aplicación y que requieran menor tiempo de seguimiento son una 

necesidad insatisfecha para optimizar el tratamiento de los pacientes con leishmaniasis.   

La llegada de las tecnologías de alto rendimiento como la secuenciación de nueva 

generación, la proteómica y la metabolómica, han facilitado el descubrimiento de nuevas 

moléculas para ser empleadas como biomarcadores. Sin embargo, el número de 

biomarcadores aprobados para uso clínico aún sigue siendo bajo, entre los cuales figuran 

biomarcadores genéticos o metabólicos empleados en cáncer para pronóstico, predicción o 

seguimiento del tratamiento (91). Por ejemplo, los niveles elevados de metabolitos 

relacionados con el metabolismo de la carnitina y el piruvato, junto con la medición de 
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enzimas claves que participan en el proceso (CAPT1A y PDC), permitieron identificar vías 

metabólicas importantes relacionadas con el cáncer de próstata, con potencial uso en el 

diagnóstico y predicción de sobrevida en la población afectada (92). Adicionalmente, bajos 

niveles de ácidos grasos de cadena ultra larga fueron relacionados con la detección de 

cáncer de colon (93), y entre los biomarcadores genéticos más conocidos para predecir el 

riego de cáncer de mama, se encuentran las mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 

(94).  

El uso de estas nuevas tecnologías en las enfermedades desatendidas como la leishmaniasis, 

brindarán la oportunidad de identificar nuevos biomarcadores más acordes a las 

necesidades de la población, mejorar el tiempo de respuesta y optimizar el tratamiento.   

5. Declaración Ética 

Este estudio fue revisado y aprobado por el Comité Institucional de Ética en Investigación 

con Sujetos Humanos de CIDEIM (código de aprobación CIEIH 02-2018) (Anexo 1), de 

acuerdo con las pautas nacionales e internacionales para la realización de estudios clínicos. 

Los datos empleados para los análisis contaron con la aprobación para su uso en futuros 

estudios de investigación por parte de los individuos involucrados en el proyecto marco 

―Metabolismo y Transporte de Drogas en Macrófagos Humanos y Desenlace Terapéutico al 

Tratamiento Antileishmanial‖ con código de aprobación del Comité de Ética número 1209. 

Los individuos reclutados participaron voluntariamente en el estudio y cada participante 

firmó el consentimiento informado. 
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6. Capítulo 1  

Interferones tipo I median la respuesta pro-inflamatoria inicial en macrófagos 

de pacientes con leishmaniasis cutánea con cura terapéutica. 

“Type I interferons mediate an early pro-inflammatory response in macrophages 

from therapeutically cured cutaneous leishmaniasis patients.” 

Deninson Alejandro Vargas
1
, Laura Dilon, Najib El-Sayed

2
, María Adelaida Gómez

1 

1
 Centro Internacional de Entrenamiento e Investigaciones Médicas, CIDEIM, Cali, 

Colombia. 

 

2
 Center for Bioinformatics and Computational Biology, University of Maryland, College 

Park, Maryland, USA. 

En preparación para someter a: Plos One 

Hallazgos principales 

 Los macrófagos obtenidos de pacientes que curaron al tratamiento antimonial 

presentaron una respuesta predominantemente pro-inflamatoria, mediada 

principalmente por los interferones tipo I. 

 Los macrófagos aislados de pacientes que fallaron al tratamiento presentaron una 

respuesta anti-inflamatoria, mediada principalmente por la vía de señalización del 

TFG-β y procesos de cicatrización heridas.  

 Las metalotioninas, proteínas implicadas en el transporte y homeostasis de iones 

zinc y cobre, y detoxificación de xenobióticos, fueron inhibidas en macrófagos de 

pacientes que fallaron al tratamiento antimonial.   

 

6.1. Antecedentes  

Estudios realizados en modelos murinos resistentes a la infección con cepas de L. major, 

demostraron que un perfil de respuesta TH1 era curativo, promoviendo la secreción de IL-

12 e IFN, activación de macrófagos, estallido respiratorio y secreción de citoquinas pro-

inflamatorias como TNFα e IL-6, entre otras (25). Por otro lado, los ratones susceptibles a 
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la infección presentaban un perfil de respuesta TH2, principalmente dominado por 

citoquinas anti-inflamatorios como IL-4, IL-10 e IL-13, que conduce a la diseminación de 

la infección y no curación (25). No obstante, dicho paradigma no ha sido corroborado en el 

hospedero humano donde se observan perfiles mixtos TH1/TH2 indicando que la respuesta 

celular es más compleja (25, 95).  

Estudios iniciales de expresión génica de macrófagos expuestos a la infección por 

Leishmania mostraron una inhibición global de la expresión génica durante las primeras 

horas, llevando a postular que la infección promovía un estado de no-respuesta en los 

macrófagos favoreciendo la replicación del parásito a nivel intracelular (96, 97). No 

obstante, estudios posteriores empleando microarreglos y ARNseq mostraron resultados 

contradictorios indicando que incluso en las primeras horas de infección había una fuerte 

modulación de la expresión génica en monocitos y macrófagos humanos (98–100). 

El efecto que el antimonio ejerce sobre la expresión génica en la célula hospedera también 

ha sido evaluado, indicando que la droga per se tienen un efecto inmunomodulador (28, 

101–103). La exposición a antimoniales induce la expresión de citoquinas pro-inflamatorias 

como IL-1β, TNFα, IL-6, IL-8 y potencia el estallido respiratorio en pacientes con LC (104, 

105). Los antimoniales también modulan la expresión de transportadores de membrana, así 

como enzimas implicadas en su metabolismo en la célula hospedera (28). Entre estos 

resaltan la sobre expresión de MT2A, ABCB6, SLC7A11, ABCC2, GSR y GSTM3 y la 

inhibición de AQP-1, ALOX-5, P-gp entre otros (28). Considerando lo anterior, 

exploramos como la interacción entre la droga-parásito-macrófago modulan los perfiles de 

expresión génica en células de pacientes que curaron o fallaron al tratamiento antimonial 

empleando perfilamiento transcriptómico global, a fin de identificar posibles mecanismos 

de la célula hospedera implicados en la modulación de la respuesta antileishmanial. 

6.2. Materiales y métodos 

6.2.1. Diseño del estudio 

Con el objetivo de identificar los posibles mecanismos moleculares relacionados con la 

supervivencia intracelular de Leishamnia en el contexto de la respuesta terapéutica frente a 
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los antimoniales, evaluamos los perfiles transcriptómicos de macrófagos obtenidos de 

pacientes que curaron y fallaron al tratamiento. 

6.2.2. Pacientes 

Se reclutaron prospectivamente 6 pacientes con LC, 3 que curaron al tratamiento 

antimonial y 3 que fallaron (promedio 3 meses de evolución al momento de la toma de 

muestras). De estos pacientes se colectaron 50 mL de sangre periférica para la purificación 

posterior de CMSP empleando el gradiente de ficoll (Histopaque 1077-SIGMA), obtención 

de macrófagos y análisis de perfiles transcriptómicos empleando ARNseq. 

6.2.3. Obtención de CMSP y diferenciación a macrófagos  

Los CMSP de sangre periférica anticoagulada con heparina, se diferenciaron en una placa 

de cultivo de 6 pozos empleando medio RPMI 1640 (Gibco) sin suero durante 2h a una 

concentración de 1x10
6
 monocitos/pozo, a 37°C, 5% CO2. Posteriormente, todas las células 

no adheridas (principalmente linfocitos) fueron lavados de la placa con D-PBS (Gibco) y 

las células adheridas se colocaron a incubar nuevamente con medio RPMI, 10% Suero Fetal 

Bovino (SFB), 100 μg/mL de estreptomicina, 100 U/mL de penicilina durante 7 días, a 

37°C, 5% CO2 para permitir la diferenciación de los monocitos a macrófagos.  

6.2.4. Infección y exposición al Sb
V
 

Trascurridos los 7 días los macrófagos se infectaron con L. V. panamensis. Los parásitos se 

opsonizaron con suero humano AB+ al 10% en RPMI durante 1h a 34°C 5% CO2. 

Posteriormente se lavaron y se resuspendieron en medio RPMI, 10% SFB, 100 μg/mL de 

estreptomicina, 100 U/mL de penicilina, se infectaron los macrófagos en una relación 10:1 

(parásitos:macrófago) durante 2h  a 34°C 5% CO2 y los parásitos no fagocitados fueron 

lavados con D-PBS. Se dejó continuar el proceso de infección durante otras 24h a 34°C 5% 

CO2. Finalmente, los macrófagos infectados fueron expuestos a 32 µg/mL de Sb
V
,
 

concentración máxima de antimonio alcanzada en plasma, durante otras 24h, a 34°C, 5% 

CO2. Finalizadas las 24h, las células fueron colectadas empleando Trizol (ambion) para la 

extracción y purificación del ARN total siguiendo las recomendaciones del fabricante.       
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6.2.5. Perfiles transcriptómicos-ARNseq  

Se obtuvo ARN de alta pureza de los macrófagos primarios infectados con Leishmania V. 

panamensis y expuestos a 32 µg/mL de Sb
V
. La calidad del ARN se verificó en un Aligent 

Bioanalyzer 2100. Se construyeron las librerías de cADN enriqueciendo el ARN con perlas 

de poly_TTT y la síntesis empleando los reactivos de TruSeq Stranded mRNA Library Prep 

(Illumina). Se realizó secuenciación de nueva generación con tecnología Ilumina (HiSeq™ 

1500). Se revisó la calidad de las secuencias y se ensamblaron de acuerdo con los procesos 

establecidos en el laboratorio del Dr. Najib El-Sayed (https://github.com/elsayed-

lab/hpgltools). En resumen, se usó  Trimmomatic (106) para remover las secuencias 

adaptadoras restantes y las secuencias flanqueantes cuando el puntaje de calidad estaba por 

debajo del umbral de 20. Los parámetros de calidad de la secuencia se evaluaron usando 

FastQC. Las alineaciones fueron hechas con TopHat (v 2.0.10) (107). Los genes que tenían 

menos de 1 lectura por millón en n muestras (donde n es el tamaño del grupo más pequeño 

de réplicas (108), fueron removidos antes del análisis de expresión diferencial. Se aplicó un 

esquema de normalización por cuantil a todas las muestras (109) y los datos se 

transformaron empleando Log2. Se empleó el análisis de componentes principales para 

evaluar las réplicas biológicas y para visualizar la relación entre las muestras. Se usó el 

paquete Limma (linear models for microarray data) para el análisis de expresión diferencial 

posterior a la aplicación del paquete voom para transformar (110). Las comparaciones entre 

los grupos se realizaron en Limma para identificar los genes diferencialmente expresados, 

en relación con el desenlace terapéutico. Los valores p <0.05 se ajustaron con la prueba de 

comparaciones múltiples Benjamini–Hochberg en combinación con el logaritmo del nivel 

de expresión génica ≥ 1 (genes sobre-expresados) o ≤ -1 (genes inhibidos). 

Se usó STRING 10 (111) para los análisis de vías y redes de proteínas enriquecidas en los 

grupos de interés. Previo a esto, la base de datos de expresión génica fue depurada 

eliminando todos aquellos ARN detectados que no codificaran para una proteína 

previamente descrita e identificada (marcos de lectura abiertos, pseudo-genes y ARNs no 

codificantes).  Para cada análisis, los genes sobre-expresados e inhibidos se considerarán 

por separado.  Las categorías enriquecidas de ontología genética también se identificaron 

usando STRING 10.  
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6.3. Resultados  

6.3.1. Los macrófagos primarios obtenidos de los pacientes que presentaron cura o 

falla terapéutica, evidenciaron perfiles transcriptómicos divergentes durante la 

infección y la exposición al Sb
V
. 

Los perfiles transcriptómicos obtenidos de los macrófagos aislados de los pacientes que 

curaron (n=3) y fallaron al tratamiento antimonial (n=3), mostraron un total de 2358 genes 

diferencialmente modulados sumando ambos grupos (t-test pareado p ≤ 0.05), curas y 

fallas, de los cuales 1061 genes fueron diferencialmente modulados en los macrófagos 

obtenidos de las curas y 1297 en los macrófagos obtenidos de las fallas (Anexo 2). Se 

empleó el análisis de componentes principales (PCA) como método de análisis 

multivariado para reducir la complejidad de la información y evaluar la capacidad los 

perfiles transcriptómicos obtenidos de separar los grupos interés. Para esto, se emplearon 

todos los genes significativamente modulados en ambos grupos (2358 genes), obteniéndose 

un porcentaje de varianza en el componente 1 (PC1) del 82.72% y el PC2 del 8.83%, para 

un total del 91.5% de varianza explicada por el modelo. Los análisis mostraron una 

separación clara de los grupos, donde el grupo de macrófagos obtenidos de las curas 

expuestos a la infección por L. V. panamensis y al Sb
V
 (Lp.+Sb

V
)

 
formó un clúster aparate 

de los macrófagos obtenidos de las fallas, separados tanto por el componente 1, como por el 

componente 2 (Figura 5). Estos resultados corroboran el potencial que tienen los perfiles 

transcriptómicos para caracterizar la repuesta del hospedero durante el tratamiento 

antimonial, permitiendo profundizar en el entendimiento de los mecanismos moleculares de 

la célula hospedera que controlan la infección y su interacción con la droga, así como el 

papel que desempeña la célula hospedera durante la respuesta clínica.  
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Figura 5. Los perfiles transcriptómicos evidenciaron una respuesta diferencial de los macrófagos 

aislados de pacientes con divergente respuesta terapéutica. 

Los controles representan los macrófagos primarios de los pacientes sin droga e infección. Cada 

círculo identificado con un color diferente representa una muestra independiente. Se empleó un 

n=3/grupo. Lp.: Leishmania panamensis, Sb
V
: antimonio pentavalente. 

6.3.2. Los macrófagos aislados de pacientes que curaron presentaron una fuerte 

modulación génica relacionada con procesos pro-inflamatorios, contrario a lo 

que ocurre en los macrófagos aislados de las fallas donde predominan los 

procesos de reparación celular y anti-inflamatorios.   

Los genes diferencialmente modulados en los macrófagos obtenidos de los pacientes se 

agruparon en categorías de ontología génica de acuerdo con su nivel de expresión (sobre-

expresados o inhibidos) y su grupo clínico de procedencia (curas o fallas) (Tabla 2). Se 

encontró que las principales categorías inducidas en los macrófagos de los pacientes que 

curaron estaban estrechamente relacionadas con procesos inmunológicos (Tabla 2), tales 

como: respuesta inmune, vía de señalización de citoquinas, respuesta a virus y vía de 

señalización de interferones tipo I. Por el contrario, en los macrófagos de pacientes con 

falla, las principales categorías moduladas se asociaban con procesos adhesión celular, 

regulación de la localización, regulación de la angiogénesis y endocitosis entre otras (Tabla 

2). La única categoría significativamente inhibida en los macrófagos de los pacientes con 
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falla terapéutica fue la relacionada con la respuesta celular a metales, mediada 

principalmente por las metalotioninas, familia de proteínas estrechamente relacionada con 

la unión, metabolismo y detoxificación de metales. No se presentaron categorías de 

ontología génica significativamente inhibidas en los macrófagos obtenidos de los pacientes 

que curaron (Tabla 2), a pesar de haberse encontrado 40 genes inhibidos (Anexo 2). 

La fuerte inducción de mecanismos relacionados con un respuesta inmune pro-inflamatoria 

en los macrófagos obtenidos de los pacientes que curaron, contrario a la inducción de los 

procesos angiogénicos y de reparación encontrados en los macrófagos obtenidos de los 

pacientes que fallaron bajo las mismas condiciones experimentales, nos llevan a postular 

que una respuesta pro-inflamatoria en las fases tempranas de infección es necesaria para 

favorecer la eliminación del parásito y posterior cura clínica.    

6.3.3. El factor de transcripción JUN fue identificado como el nodo principal de 

interacción entre los clústeres de histonas, vía de señalización de interferones 

tipo I y receptores acoplados a proteínas G en los macrófagos obtenidos de las 

curas. 

Complementario a los análisis de ontología génica, se realizaron análisis de redes de 

proteínas con los genes significativamente modulados. La ontología génica muestra las 

categorías generales de agrupación de genes. Sin embargo, allí no es posible evidenciar 

como las proteínas codificadas por estos genes interactúan entre ellas y con otros posibles 

clúster de proteínas no relacionados directamente. 
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Tabla 2. Categorías principales de ontología génica enriquecidas en los macrófagos primarios 

aislados de pacientes con divergente respuesta terapéutica.  

 

* FDR: tasa de descubrimientos falsos < 0.05. Sólo se muestran las primeras 10 categorías con los 

valores p más significativos cuando aplica.  

Estos análisis de redes de proteínas permitieron evidenciar la presencia de tres clústeres 

principales en el grupo de los genes sobre-expresados, los cuales se encontraron 

estrechamente interconectados por el factor de transcripción JUN (Figura 6).  

# ID 

ontología 

génica

Categoría
# genes 

observados
FDR*

# ID 

ontología 

génica

Categoría
# genes 

observados
FDR*

GO.0006955 respuesta inmune 124 1.76E-13 GO.0007155 adhesión celular 98 2.85E-07

GO.0002376 procesos del sistema inmune 159 3.41E-12 GO.0032879 regulación de la localización 179 1.39E-06

GO.0019221
vía de señalización mediada 

por citoquinas
56 5.48E-12 GO.0002376 procesos del sistema inmune 154 5.75E-05

GO.0006952 respuesta de defensa 124 7.55E-12 GO.0051270

regulación de los 

componentes celulares del 

movimeinto 

72 9.91E-05

GO.0009607 respuesta a estimulos bióticos 78 1.57E-11 GO.0030154 diferenciación celular 216 0.000117

GO.0051707 respuesta a otros organismos 76 1.57E-11 GO.0030334
regulación de la migración 

celular
63 0.000117

GO.0060337
vía de señalización 

interferones tipo I
23 1.57E-11 GO.0048869

procesos de desarrollo 

celular
225 0.000117

GO.0071357
respuesta celular a los 

interferones tipo I
23 1.57E-11 GO.0006897 endocitosis 55 0.000145

GO.0045087 respuesta inmune innata 93 2.06E-11 GO.0001503 osificación 35 0.000193

GO.0051607 respuesta de defensa a virus 33 6.13E-11 GO.0040011 locomoción 101 0.000194

GO.0071294
respuesta celular a los iones 

zinc
5 2.2x10 -̂5

GO.0071276
respuesta celular a los iones 

cadmio
4 0.00108

Genes inducidos en los macrófagos obtenidos del grupo de 

las curas 

Genes inducidos en los macrófagos obtenidos del grupo de 

las fallas 

Genes inhibidos en los macrófagos obtenidos del grupo de las 

fallas 

Genes inhibidos en los macrófagos obtenidos del grupo de 

las curas 

No sen encontraron categorías significativamente inhibidas
#
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Figura 6. Los macrófagos aislados de pacientes que curaron presentan una alta interacción de 

proteínas relacionadas con la respuesta inmune innata mediada por los interferones tipo I y vías de 

señalización celular acopladas a proteínas G. 

Red de interacción de proteínas construida con 943 genes sobre-expresados (943/1021) en los 

macrófagos aislados de pacientes que curaron al tratamiento, infectados in vitro con L. V. 

panamensis y expuestos al Sb
V
. Los óvalos punteados resaltan los tres clúster principales de 

interacción encontrados, Clúster Interferones Tipo I (rojo), Clúster Histonas (morado) y Clúster 

Receptores Acoplados a Proteínas G (verde). Las líneas que unen los nodos representan la 

direccionalidad de la interacción, flecha (verde): interacción positiva, Línea horizontal (roja): 

inhibición y círculo al final: direccionalidad de la interacción no establecida. Red de proteínas 

construida en STRING 10, el punto de corte para el nivel de confianza fue de 0.9 (punto de 

astringencia máximo). Todos los nodos que no presentaron interacción se excluyeron de la figura. 

FDR≤0.05.       

Clúster Interferones Tipo I 

Clúster Histonas 

Clúster receptores acoplados a proteínas G.  

JUN 
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Entre los clúster identificados se encuentra la vía de señalización de los interferones tipo I 

(Figura 7A), el clúster de histonas (Figura 7B) y el clúster de la vía de señalización de los 

receptores acoplados a proteínas G (Figura 7C).  

 

 

B 

C 

A 
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Figura 7. Ampliación de los tres clúster principales identificados en los macrófagos aislados de 

pacientes que curaron: Interferones Tipo I, Histonas y vías de señalización dependientes de 

proteínas G. 

A) Clúster de proteínas implicadas en las vías de señalización de los interferones tipo I (círculos 

rojos). B) Clúster de histonas (círculos morados). C) Clúster de receptores acoplados a proteínas G 

(círculos verdes). Las líneas que unen los nodos representan la direccionalidad de la interacción, 

flecha (verde): interacción positiva, Línea horizontal (roja): inhibición y círculo al final: 

direccionalidad de la interacción no establecida. Red de proteínas construida en STRING 10, el 

punto de corte para el nivel de confianza fue de 0.9 (punto de astringencia máximo). Todos los 

nodos que no presentaron interacción se excluyeron de la figura. FDR≤0.05.   

Para el caso de los genes sobre-expresados en los macrófagos de las fallas, se evidenció el 

predominio de una respuesta anti-inflamatoria con una fuerte interacción de tres clúster 

principales (Figura 8) y estrechamente interconectados por dos nodos: DAB2 y VAV3 

(Figura 8). El nodo DAB2, el cual conecta de manera directa el clúster TFGβ con el clúster 

receptores de membrana y de manera indirecta el clúster Rho GTPasa, está implicado en la 

señalización de diferentes receptores de membrana, incluida la señalización a través de los 

receptores TFG-β (112, 113). El nodo VAV3, el cual conecta de manera directa los clúster 

Rho GTPasa-TFG-β, y de manera indirecta con el clúster receptores de membrana, actúa 

como un factor de intercambio para las proteínas de unión a GTP y juega un papel 

importante en la angiogénesis y migración de las células endoteliales necesaria para una 

apropiada cicatrización de las heridas (114). En la Figura 9 se muestra una amplificación de 

cada uno de estos tres clúster, clúster de receptores acoplados a proteínas G (Figura 9A), 

Rho GTPasa (Figura 9B) y TFG-β (Figura 9C).  
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Figura 8. Los macrófagos aislados de pacientes que fallaron al tratamiento presentaron una alta 

interacción entre los tres clúster identificados mediada por DAB2 y VAV3. 

Red de interacción de proteínas construida con 1124 genes sobre-expresados (1124/1222) en los 

macrófagos aislados de pacientes que fallaron al tratamiento, infectados in vitro con L. V. 

panamensis y expuestos al Sb
V
. Los óvalos punteados resaltan los tres principales clúster de 

interacción encontrados, Clúster Receptores Acoplado a Proteínas G, Clúster Actividad Rho 

GTPasa y Clúster Señalización TFGβ. Las líneas que unen los nodos representan la direccionalidad 

de la interacción, flecha (verde): interacción positiva, Línea horizontal (roja): inhibición y círculo al 

final: direccionalidad de la interacción no descrita. Red de proteínas construida en STRING 10, el 

punto de corte para el nivel de confianza fue de 0.9 (punto de astringencia máximo). Todos los 

nodos que no presentaron interacción se excluyeron de la figura. FDR≤0.05.   

Clúster actividad 

Rho GTPasa 

Clúster receptores 

acoplados a 

proteínas G. 

Clúster 

señalización TFG-β  

VAV3 DAB2 
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Figura 9. Amplificación de los clúster encontrados en los macrófagos aislados de pacientes que 

fallaron al tratamiento: clúster receptores de membrana acoplados a proteínas G, RhoGTPasa y 

señalización vía TFGβ. 

A) Clúster de proteínas implicadas en las vías de señalización mediada por receptores acoplados a 

proteínas G. B) Clúster de actividad Rho GTPasa. C) Clúster de señalización TFGβ. Las líneas que 

unen los nodos representan la direccionalidad de la interacción, flecha (verde): interacción positiva, 

Línea horizontal (roja): inhibición y círculo al final: direccionalidad de la interacción no descrita. 

Red de proteínas construida en STRING 10, el punto de corte para el nivel de confianza fue de 0.9 

(punto de astringencia máximo). Todos los nodos que no presentaron interacción se excluyeron de 

la figura. FDR≤0.05.   

 

 

A B 

C 
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6.4. Discusión  

Estudios previos de expresión génica realizados en macrófagos murinos, mostraron que la 

infección por Leishmania induce un estado de anergia en la célula hospedera durante las 

primeras horas de infección (96, 97). No obstante, dichos hallazgos fueron contrastados 

posteriormente donde se evidenció que los macrófagos tenían perfiles de polarización 

diferentes más que un estado de anergia per se (98, 99, 115). Algunos tendían a una 

repuesta más pro-inflamatoria, y otros hacia una respuesta anti-inflamatoria (116–118). Los 

datos presentados en este estudio van en línea con esta nueva idea de perfiles de 

polarización funcional diferentes en los macrófagos, encontrándose que los macrófagos 

aislados de pacientes que curaron al tratamiento antimonial, mostraron predominantemente 

un perfil pro-inflamatorio. En contraste, los macrófagos aislados de los pacientes que 

fallaron mostraron un perfil más anti-inflamatorio, de regulación y crecimiento celular. 

Entre los perfiles de activación más destacados, resalta el clúster de señalización de los 

interferones tipo I encontrado en el grupo de las células derivadas de pacientes con curas. 

Esta vía de señalización se ha reportado como relevante durante la infección de células 

dendríticas humanas y macrófagos murinos infectados con L. major, encontrándose sobre-

expresión de los genes IFIT5, IRF1, IRF7 y STAT2, entre otros, generando una respuesta 

protectora frente a la infección, relacionada con una mayor expresión de INOS y NOS2 y 

mayor secreción de IFN e IL-12 (119–121), potenciando una respuesta inmune celular tipo 

TH1. No obstante, este perfil de activación fue especie-específico, pues la infección con L. 

donovani no generó la misma respuesta (122). Nuestros datos sugieren una fuerte respuesta 

de los interferones tipo I en los macrófagos primarios de pacientes que curaron al 

tratamiento infectados con L. V. panamensis, sin embargo, su papel durante la infección 

aún está por establecerse. Se ha demostrado que la expresión de los interferones tipo I en 

las etapas tempranas de la infección con su posterior inhibición, promueven una fuerte 

expresión subsecuente de los interferones tipo II (IFNγ) con la posterior eliminación del 

parásito gracias a la activación de células de la respuesta inmune como los macrófagos. En 

contra posición,  cuando la expresión de los interferones tipo I se da de manera sostenida en 

el tiempo favorece la supervivencia del parásito, pues inhibe la inducción del pico de IFNγ 

(123). Los datos de este estudio muestran una fuerte inducción temprana de los interferones 

tipo I en los macrófagos de los pacientes que curaron al tratamiento, sin embargo, como la 
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medición realizada fue de un solo punto no se puede estimar su caída posterior con 

inducción del IFNγ. No obstante, y considerando que estos pacientes curaron al tratamiento 

antimonial, hipotetizamos que esta respuesta inicial de interferones tipo I seguida de la 

inducción de   IFNγ es un evento probable que merece ser estudiado en profundidad.  

Otro clúster de interés identificado en los macrófagos obtenidos del grupo de las células 

derivadas de pacientes con cura es el clúster de histonas, estas han sido implicadas en la 

respuesta pro-inflamatoria participando en la activación de los receptores tipo Toll y el 

inflamosoma, vías importantes en la activación y secreción de citoquinas pro-inflamatorias 

como la IL-1β e IL-18 (124). Adicionalmente las histonas también pueden ejercer un efecto 

microbicida directo, actuando como péptidos antimicrobianos y antileishmaniales (125). 

Por lo tanto, estos resultados sugieren que una respuesta pro-inflamatoria inicial 

acompañada de la expresión y secreción de histonas puede ser determinante en el control de 

la infección y la respuesta terapéutica final. Esto contrasta, la respuesta observada en los 

macrófagos obtenidos de los pacientes que fallaron presentaron unos perfiles de expresión 

génica más relacionados con la migración, replicación y reparación celular. Se resaltan tres 

clústeres principales, el clúster TFG-β, relacionado con la inhibición de la respuesta inmune 

pro-inflamatoria y el favorecimiento de la replicación del parásito al bloquear la secreción 

de INFγ e IL-12, citoquinas esenciales para la activación de los macrófagos y el 

establecimiento de una respuesta inmune celular (126). La señalización a través de los 

receptores para TFG-β también se asocia con procesos de reparación, angiogénesis y 

cicatrización de heridas y de manera paralela esta señalización se realiza a través de las 

proteínas Rho GTPasas (127–129), también inducidas en los macrófagos de los pacientes 

con falla terapéutica. Para resaltar, dos proteínas que ejercen como nodos centrales que se 

encargan de interconectar estos tres clústeres son VAV3 y DAB2. VAV3 juega un papel 

clave en los procesos angiogénicos y es un factor necesario en los procesos de cicatrización 

de heridas (114) y DAB2 participa en la endocitosis mediada por clatrina y está implicado 

en la señalización a través de TFG-β (112). Esta respuesta inicial podría estar favoreciendo 

el establecimiento de la infección por Leishmania y la posterior falla al tratamiento.       

La única categoría de ontología génica que se encontró inhibida significativamente en el 

grupo de las fallas, fue la respuesta celular a iones zinc, conformada principalmente por las 
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metalotioninas, proteínas cuya función principal es la homeostasis de los iones zinc y cobre 

en la célula, pero también pueden participar en la detoxificación de otros metales pesados 

como el antimonio (130). Su papel en la infección por Leishmania durante la exposición al 

Sb
V
 aún no ha sido determinado y se discutirá con mayor profundidad en el capítulo 2.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



55 
 

7. Capítulo 2 

Las metalotioneínas del hospedero participan en la actividad antileishmanial de 

los antimoniales 

“Host metallothioneins participate in the antileishmanial activity of antimonials” 
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Hallazgos principales 

 El silenciamiento génico de las metalotioneínas (MT) mediado por shARN dirigido 

a estos transcritos se pierde por la fuerte modulación de la expresión de 

metalotioninas durante condiciones de estrés.  

 El silenciamiento del factor de transcripción MTF-1, principal factor regulador de la 

expresión de las metalotioneínas en la célula, mantiene reprimida la expresión de las 

metalotioninas bajo condiciones de estrés por metales. 

 La inhibición de expresión de MTs mediado por el silenciamiento génico de MTF-

1, favoreció la supervivencia intracelular de Leishmania V. panamensis en 

macrófagos de la línea celular THP-1.  

7.1. Antecedentes 

El éxito o fracaso del tratamiento antileishmanial es multifactorial y el fenotipo de 

susceptibilidad del parásito no siempre explica la respuesta terapéutica (28, 131, 132). La 

exposición a metales de transición como el Sb
V
, induce una respuesta de estrés en el 

hospedero que conducen a la activación de mecanismos compensatorios para la 

http://www.jbc.org/
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detoxificación de metales/xenobióticos y contrarrestar la toxicidad inducida por la droga 

(133–136). Por lo tanto, los factores del hospedero que median en este tipo de respuesta de 

estrés frente al Sb
V
, podrían tener un papel clave en la biodisponibilidad del fármaco dentro 

de las células y por ende en la exposición intracelular del parásito a la droga, lo que en 

última instancia influirá en la respuesta frente al tratamiento antileishmanial. 

Adicional al papel desempeñado por los transportadores tipo ABC en la célula hospedera 

(28–30, 66, 67, 70, 137), se encontró que otras proteínas relacionadas con la respuesta de 

estrés a metales se encuentran moduladas tras la exposición al Sb
V
 (28, 30). Entre estas 

proteínas se encuentran las metalotioneínas (MT), pequeñas proteínas citoplásmicas ricas 

en residuos de cisteína involucradas en la homeostasis del zinc, detoxificación de metales y 

moléculas electrofílicas como las especies reactivas del oxígeno (ROS) y del nitrógeno 

(NO) (130, 138–142). Hay cuatro familias de MT (MT1-4), de las cuales MT1 y MT2 se 

expresan de manera ubicua, mientras que MT3 y MT4 se encuentran principalmente en el 

sistema nervioso central y en el epitelio escamoso estratificado, respectivamente (140, 143). 

Además de su función biológica central en la homeostasis de zinc (y en menor medida de 

cobre), las MT se pueden unir a otros metales tóxicos con una alta afinidad, como el Cd, 

Hg, Pd, Ag, As y Sb (130), permitiendo a la célula tener una mayor tolerancia frente a la 

toxicidad de estos metales y facilitando su posterior detoxificación (141, 143, 144). Esta 

capacidad funcional y eficiencia en la eliminación de metales resulta de su alto contenido 

de residuos de cisteína con grupos tiol funcionales que le permiten unir metales y de la 

estricta regulación de su expresión génica, que puede aumentar hasta más de 100 veces bajo 

condiciones de estrés por metales alcanzando concentraciones intracelulares del orden de 

milimolar (140, 143, 145). 

Nuestro grupo y otros han proporcionado evidencia indirecta del papel putativo que 

desempeñan las MT en la muerte intracelular de Leishmania mediada por Sb: 1) al igual 

que el Sb, la infección por Leishmania puede inducir fuertemente la expresión génica de las 

MT en macrófagos humanos (28, 100, 146); 2) se reportó una correlación inversa entre la 

expresión génica de MT2-A y la supervivencia intracelular de Leishmania durante la 

exposición al Sb
V
 (28) y 3) Las cepas de L. V. panamensis susceptibles al Sb inducen una 

mayor expresión de MT2-A en los macrófagos en comparación con las cepas resistente 
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(137). Finalmente, en este estudio buscamos validar funcionalmente el papel de las MT en 

la muerte intracelular de Leishmania mediada por el Sb
V
. 

7.2. Materiales y métodos 

7.2.1. Reactivos 

El antimoniato de meglumina (Sb
V
) sin aditivos (Walter Reed 214975AK, lote nº 

BLO918690-278-1A1W601) fue donado por el Walter Reed Army Institute, Silver Spring, 

MD, EE. UU. El 13-acetato de forbol-12-miristato (PMA) se adquirió en Sigma-Aldrich y 

el dihidrato de acetato de zinc de J.T. Baker. 

7.2.2.  Cultivo celular y diferenciación de las células THP-1 

La línea celular de monocitos humanos THP-1 y las líneas silenciadas derivadas de esta se 

mantuvieron en cultivo a 1x10
6
 células/mL en RPMI 1640 (Gibco) suplementado con 10% 

de SFB (Gibco), 100 μg/mL de estreptomicina, 100 U/mL de penicilina, a 37°C y 5% de 

CO2. La puromicina a 5 mg/mL fue empleada solo para la selección y mantenimiento de las 

líneas celulares silenciadas. Los monocitos se diferenciaron a macrófagos con 250 ng/mL 

de PMA durante 3h a 37°C y 5% de CO2. Posteriormente se lavaron dos veces con D-PBS 

(Gibco) y se cultivaron durante 24h en una placa para cultivo de 6 pozos a 37°C, 5% de 

CO2 previo a la infección con Leishmania. 

7.2.3. Cultivo de parásitos, infección y ensayos de supervivencia intracelular 

Los promastigotes de Leishmania Viannia panamensis (MHOM/CO/2002/3594) se 

mantuvieron a 25°C en RPMI suplementado con 10% de SFB, 100 μg/mL de 

estreptomicina y 100 U/mL de penicilina. Las células THP-1 diferenciadas se infectaron 

con promastigotes en fase estacionaria de crecimiento (día 6), previa opsonización con 

suero humano AB+ para promover su fagocitosis, en una relación 10:1 

(parásito:macrófago) durante 2h. Luego los parásitos no fagocitados se lavaron con D-PBS 

dos veces y la placa de cultivo se incubó nuevamente 24 h a 34ºC, 5% de CO2. Después de 

establecida la infección, las células se expusieron durante 48 h al Sb
V
 (8, 16 y 32 μg/mL), o 

se dejaron sin tratamiento como control. La supervivencia intracelular del parásito se 

evaluó mediante RT-qPCR (PCR en tiempo real) empleando como blanco molecular el gen 
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del 7SLARN de Leishmania tal como se describió previamente (147). Lo cebadores 

utilizados en las PCRs en tiempo real se presentan en la tabla 3. 

Tabla 3. Cebadores empelados para las PCRs en tiempo real (RT-qPCR). 

Nombre  

del primer 

Secuencia nucleotídica de los 

primers 5'-->3' 
Gen 

Fluoróforo 

GAPDH Hs99999905_m1*  GAPDH FAM 

MT2-A Hs01591333_g1* MT2-A FAM 

MT1-E_F GCATCCCCTTTGCTCGAAAT 

MT1-E 

SYBR Green 

MT1-E_R CAGCTGCACTTCTCCGATG SYBR Green 

MT1-F_F CCCCCTCCCCTGACTATCAA 

MT1-F 

SYBR Green 

MT1-F_R AGGAGCAGCAGCTCTTCTTG SYBR Green 

MT1-X_F CTGCTTCTCCTTGCCTCGAA 

MT1-X 

SYBR Green 

MT1-X_R TGTCTGACGTCCCTTTGCAG SYBR Green 

MTF-1_F GCCATTTGAGTGTGACGTGC 

MTF-1 

SYBR Green 

MTF-1_R CATCGTGATCGCACCGAAAT SYBR Green 

TATA_F CACGAACCACGGCACTGATT 

TBP 

SYBR Green 

TATA_R TTTTCTTGCTGCCAGTCTGGAC SYBR Green 

7SLARN_F TGCTCTGTAACCTTCGGGGGCT 
Leishmania 

7SLARN 

SYBR Green 

7SLARN_R GGCTGCTCCGTYNCCGGCCTGACCC SYBR Green 

* Primers comprados a Invitrogen cuya secuencia no es revelada por derechos de patente. 

TBP: TATA binding protein. GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase. MT: 

metalotioninas. MTF-1: Metal transcription factor 1, por sus siglas en inglés respectivamente. 

7.2.4. Fabricación de los ARN cortos en horquilla (shARN) para el 

silenciamiento génico 

Se empleó un sistema basado en lentivirus para el silenciamiento génico constitutivo en 

células THP-1 mediado por el shARN (ARN interferente), tal como se describió 

anteriormente (148). Brevemente, se emplearon al menos dos shARN independientes para 

el silenciamiento génico de los genes candidatos (Tabla 4). Estos shARN se clonaron en el 

vector pLKO.1-TCR (Addgene, Cambridge, MA, EE. UU.); el mismo vector sin el shARN 
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se usó como un control de transducción (Control). Las partículas lentivirales fueron 

generadas por co-transfección de los plásmidos pLKO.1-TCR, psPAX2 y MD2.G 

(Addgene) en las células HEK-293T (ATCC). FuGENE HD (Roche) se utilizó como 

reactivo de transfección. El sobrenadante del cultivo celular con las partículas lentivirus se 

recogió 4 días después de la transfección y posteriormente se usó para transduccir la línea 

celular monocitos THP-1 en medio RPMI con 10 mg/mL de polibreno. La transducción se 

realizó en una dilución de 1:1 (lentivirus:células THP-1). Las células transduccidas se 

seleccionaron bajo presión con puromicina (5 mg/mL) durante un mínimo de 5 días. El 

silenciamiento génico fue confirmado por RT-qPCR empleando como fluoróforo el agente 

intercalante SYBR green (Applied Biosystems) o las sondas de expresión génica TaqMan® 

(Applied Biosystems), tabla 3. La transducción de shARN fue confirmada por 

secuenciación de ADN. 
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Tabla 4. shARN empleados para silenciar los genes de interes.  

* Las parejas de oligos están identificados con un nombre genérico, que coincide en algunos casos 

con el nombre del gen, seguido la palabra Top (arriba) o Bot (abajo) y finalizada con un número 

que identifica las parejas. Ej: nombre_Top1 y nombre_Bot1, cuyos oligos son parejas 

complementarias.     

7.2.5. Ensayos de citotoxicidad celular 

Las células THP-1 y las líneas celulares silenciadas con el shARN se expusieron a 

concentraciones crecientes de Sb
V
 (8 μg/mL - 256 μg/mL) durante 72h. La viabilidad 

celular se evaluó empleando el ensayo de MTT (ATCC). 

7.2.6. Análisis estadístico 

Las diferencias en la expresión génica se probaron con un análisis de varianza de una vía y 

la prueba de comparaciones múltiples ANOVA. Las diferencias en la varianza para los 

experimentos restantes se analizaron con la prueba t no pareada. Se usó un nivel de 

Nombre 

de los 

shARN* 

Secuencia nucleotídica de los oligos 5'-->3' (shARN) 
Gen 

Silenciado 

MT2-A_Top1 CCGGCTGCAAATGCAAAGAGTGCAACTCGAGTTGCACTCTTTGCATTTGCAGTTTTTTG 

MT2-A
KD

 
MT2-A_Bot1 AATTCAAAAAACTGCAAATGCAAATCGTGCAACTCGAGTTGCACTCTTTGCATTTGCAG 

MT2-A_Top2 CCGGGCAAAGAGTGCAAATGCACTTCTCGAGAAGTGCATTTGCACTCTTTGCTTTTTTG 

MT2-A_Bot2 AATTCAAAAAAGCAAAGAGTGCAAATGCACTTCTCGAGAAGTGCATTTGCACTCTTTGC 

MT_Tandem_

Top1 
CCGGTGCAAAGAGTGCAAATGCACCCTCGAGGGTGCATTTGCACTCTTTGCATTTTTG 

MT-

tándem
KD 

(MT1 y 

MT2-A) 

MT _Tandem_ 
Bot1 

AATTCAAAAATGCAAAGAGTGCAAATGCACCCTCGAGGGTGCATTTGCACTCTTTGCA 

MT_Tandem_

Top2 
CCGGAATGCACCTCCTGCAAGAAACTCGAGTTTCTTGCAGGAGGTGCATTTTTTTG 

MT_Tandem_

Bot2 
AATTCAAAAAAATGCACCTCCTGCAAGAAACTCGAGTTTCTTGCAGGAGGTGCATT 

MTF-1_Top1 CCGGCAGAACTTACAATGGATATTACTCGAGTAATATCCATTGTAAGTTCTGTTTTTTG 

MTF-1
KD

 
MTF-1_Bot1 AATTCAAAAAACAGAACTTACAATGGATATTACTCGAGTAATATCCATTGTAAGTTCTG 

MTF-1_Top2 CCGGCTCACCAGATCAGATTCATTTCTCGAGAAATGAATCTGATCTGGTGAGTTTTTTG 

MTF-1_Bot2 AATTCAAAAAACTCACCAGATCAGATTCATTTCTCGAGAAATGAATCTGATCTGGTGAG 
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significancia estadística de p< 0.05. El análisis estadístico se realizó utilizando el software 

GraphPad Prism (versión 6). 

7.3. Resultados 

7.3.1. El silenciamiento génico de MT2-A no afecta la supervivencia 

intracelular de Leishmania 

Una vez obtenidos los modelos celulares de interés mediante silenciamiento génico, se 

evaluó la citotoxicidad del antimonio exponiendo las células a concentraciones crecientes 

de Sb
V
. Se pudo observar que las células silenciadas (MT_tándem

KD
, MTF-1

KD
) se 

comportaban igual que las células THP-1 silvestres y las células control (Figura 10).
 
   

 

Figura 10. La viabilidad celular de las células silenciadas es comparable a la de las células 

control. 

Citotoxicidad de celular del Sb
V
 a diferentes dosis (0-256 µg/mL) empleando MTT. A) Línea 

celular THP-1, fenotipo silvestre. B) Células control, células THP-1 transduccidas con el lentivirus. 

C) MT_tándem
KD

, células THP-1 transduccidas con el lentivirus con el shARN dirigido contra las 

MTs. D) MTF-1
KD

, células THP-1 transduccidas con el lentivirus con el shARN dirigido contra el 

factor de transcripción MTF-1. La lectura se realizó en el espectrofotómetro a 570nm. Los datos son 

representativos de al menos dos replicas independientes. 
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Con el fin de explorar la función de la MT2-A en la muerte intracelular de Leishmania 

mediada por Sb, se silenció la expresión génica de MT2-A en células THP-1 empleando un 

vector de expresión constitutiva de ARN de interferencia en horquilla (shARN). El 

silenciamiento de MT2-A (MT2-A
KD

) se confirmó mediante RT-qPCR, observándose un 

50% de silenciamiento (Figura 11). Las células MT2-A
KD

 se infectaron con L. V. 

panamensis y se expusieron a un rango de concentraciones de Sb
V
 (8-32 μg/mL) durante 

48h. La cuantificación de la supervivencia intracelular del parásito mostró muerte 

dependiente de la dosis, pero no se observaron diferencias significativas en las células 

MT2-A
KD

 respecto de las células de control (Figura 12A), sugiriendo que el silenciamiento 

génico de MT2-A no tiene efecto o que el silenciamiento no fue suficiente para observar un 

impacto en la supervivencia del parásito. Por otra parte, tampoco se descarta la existencia 

de mecanismos compensatorios de la actividad de MT2-A. 

 

Figura 11. El shARN bloquea la expresión de MT2-A en un 50%. 

Se cuantificaron los niveles de expresión génica por RT-qPCR empleando el método de 2
-ΔΔCt

. 

Datos de tres replicas independientes.    

Se decidió explorar la expresión génica de los otros miembros de las metalotioninas 

pertenecientes a las familias MT1, MT3 y MT4 en células THP-1 durante la exposición a 

Sb
V
 o acetato de zinc, sirviendo este último como control positivo de inducción de la 

expresión de las MT. Como se muestra en la figura 12B-C, hubo co-expresión dosis 

dependiente de la MT2-A junto con MT1-E, 1-F y 1-X después de la exposición a Sb
V
 o al 

acetato de Zn, lo que sustenta la posibilidad de otras MT de compensar el silenciamiento de 
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MT2-A. Concordante con la especificidad celular de las MT, MT3 y MT4 no se detectaron 

en macrófagos expuestos a Sb
V
 o al acetato de Zn (datos no mostrados). 

Como prueba de principio para evaluar el papel que desempeñan otras MT en la muerte del 

parásito mediada por Sb, las células THP-1 se trataron con 400 μM de acetato de Zn -dosis 

máxima no citotóxica- durante 24h para inducir fuertemente la expresión de todas las MT. 

Después de la exposición al acetato de zinc, las células se infectaron con L. V. panamensis 

y se expusieron a concentraciones crecientes de Sb
V
. El pretratamiento con Zn aumentó en 

un ≈40% la capacidad de las células THP-1 de matar el parásito después de la exposición al 

Sb
V
 en comparación con las células control sin tratamiento con zinc (Figura 12D), 

sugiriendo que la expresión de MT2-A, junto con los miembros de la familia MT1 

participan en la muerte intracelular Leishmania dependiente de Sb, y que el silenciamiento 

génico de estas proteínas debería promover la supervivencia de Leishmania. 
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Figura 12. El silenciamiento de MT2-A
KD

 no tienen ningún efecto en la supervivencia de 

Leishmania. 

A) Células control THP-1 y células MT2-A
KD

 infectadas con L. panamensis y expuestas a una dosis 

respuesta de Sb
V
 (8-16-32 µg/mL). La supervivencia de Leishmania se expresó como porcentaje 

respecto del control sin droga. B-C) Células THP-1 expuestas a diferentes dosis de acetato de zinc 

(25 a 400 µM) y Sb
V
 (8 a 256 µg/mL), se evaluó la expresión génica de MT1-E, F, X y MT2-A. D) 

Células THP-1 pre-tratas con 400 µM de acetato de zinc durante 24h empleando como control 

células sin tratar. Se infectaron con Leishmania durante 24h y se expusieron al Sb
V
 durante otras 

48h. La supervivencia de Leishmania se expresó como porcentaje respecto del control sin droga y 

se evaluó por RT-qPCR. Los datos expresión génica se evaluaron por RT-qPCR empleado el 

método de 2
-ΔΔCt

. Datos representativos de al menos tres replicas independientes.   
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7.3.2. El silenciamiento de las MT en tándem es revertido por su fuerte 

inducción durante la infección por Leishmania y la exposición al Sb
V

 

Para demostrar que otras MTs podrían compensar el efecto del silenciamiento de MT2-A, 

se construyó un vector de shARN dirigido contra los miembros de la familia MT1 y MT2 

en tándem (MT_tandem
KD

), aprovechando su alta homología en la secuencia nucleotídica 

(Figura 13A). Se evaluó el silenciamiento de los genes MT1-E, 1-F, 1-X y MT2-A, 

obteniendo un silenciamiento génico cercano al 90% para estos cuatro genes (Figura 13B). 

Posteriormente, las células MT_tandem
KD

 se diferenciaron a macrófagos, se infectaron con 

L. V. panamensis y se expusieron al Sb
V
. Durante la evaluación de la supervivencia 

intracelular del parásito no se observaron diferencias significativas en las células 

MT_tandem
KD

 en comparación con las células control (Figura 13C). Teniendo en cuenta 

que la expresión de las MT es fuertemente inducida por Leishmania y el Sb
V
, se evaluó si el 

efecto de silenciamiento realmente se mantuvo durante las condiciones experimentales 

(infección y exposición a la droga). En contraste con la eficiencia del silenciamiento del 

MT_tandem
KD

 a nivel basal, el efecto de silenciamiento en el MT_tandem
KD

 fue 

completamente revertido durante la infección y el tratamiento con Sb
V
 (Figura 13D), 

concordando con la fuerte sobre-expresión de las MT bajo condiciones de estrés. La 

pérdida del silenciamiento génico durante las condiciones experimentales (infección + 

droga) no permite descartar aún el papel de las MT en la supervivencia intracelular de 

Leishmania. 
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Figura 13. El silenciameinto en tándem de las MTs es revertido por su feurte indución bajo 

condiciones de estrés. 

A) se diseñó un shARN capaz de silenciar todas las MT al mismo tiempo, MT_tándem
KD

. B) 

Evaluación del silenciamiento de las MT1-E, F, X y MT2-A en las células THP-1 parentales. C) 

Células THP-1 control (vector pLKO.1 vacío) y células MT_tándem
KD

 fueron infectadas con 

Leishmania y expuestas a diferentes concentraciones del Sb
V
 (8-16-32 µg/mL) durante 48h. La 

supervivencia de Leishmania se evaluó por RT-qPCR y se expresó como porcentaje respecto del 

control sin droga. D) Se evaluó la expresión de las MT1-E, F, X y MT2-A bajo las condiciones 

experimentales (infección + Sb
V
) tanto en las células control como en las MT_tándem

KD
. La barra 

de concentración creciente indica que cada metalotionina fue evaluada a las dosis de 0, 8, 16 y 32 

µg/mLde Sb
V
. Los datos expresión génica se evaluaron por RT-qPCR empleado el método de 2

-ΔΔCt
. 

Datos representativos de al menos tres replicas independientes. 



67 
 

7.3.3. El silenciamiento génico de MTF-1 reprime eficientemente la inducción 

de las MT 

A continuación, se indagó si el silenciamiento del factor de transcripción de respuesta a 

metales 1 (MTF-1), el principal factor de transcripción que regula la expresión de las MT 

durante el estrés inducido por metales (149), podría limitar la inducción transcripcional de 

las MT bajo las condiciones experimentales. Utilizando shARN, MTF-1 fue silenciado en 

un 50% (Figura 14A). La expresión de las MT en células THP-1 MTF-1
KD

 se evaluó en 

condiciones basales y experimentales. Se observó una ligera reducción (5% a 40%) de la 

expresión de los genes MT1 y MT2 en condiciones basales (Figura 14B). Sin embargo, la 

expresión de las MT se reprimió por completo en células infectadas y expuestas al Sb
V
 

(Figura 14C). Obteniendo finalmente un sistema celular con inhibición transcripcional de 

las MT (tanto para los miembros de la familia MT1 y MT2) en el cual evaluar el rol de las 

MT en el efecto leishmanicida del Sb
V
. 
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Figura 14. El silenciamiento del factor de transcripción MTF-1 inhibe la espresión de las MT.  

La expresión génica de las metolotioninas MT1-E, F, X y MT2-A y del factor de transcripción 

MTF-1 se evaluó por RT-qPCR empleando el método de 2
-ΔΔCt

. A) Confirmación del silenciamiento 

del factor de transcripción MTF-1 respecto a la expresión en las células control. B) Nivel de 

expresión de las metalotioninas en las células MTF-1
KD

 bajo condiciones basales. C) Nivel de 

expresión de las metalotioninas en las células MTF-1
KD

 bajo condiciones experimentales respecto 

de las células control. Datos representativos de al menos tres replicas experimentales.  

7.3.4. El silenciamiento génico de MTF-1 favorece la supervivencia intracelular 

de Leishmania 

Los macrófagos MTF-1
KD

 se infectaron con L.V. panamensis y se expusieron al Sb
V
 (8 - 32 

μg/mL) por 48h. La supervivencia intracelular del parásito se evaluó por RT-qPCR. Como 

era de esperarse, la muerte del parásito mediada por Sb fue normal en las células control, 

donde se registraron valores de carga parasitaria inferiores al 50% para todas las dosis de 

Sb
V
 evaluadas (Figura 15). Sin embargo, la supervivencia de Leishmania aumentó 

significativamente en células MTF-1
KD

 en comparación con células de control (Figura 15), 
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y fue superior al 50% para todas las dosis evaluadas, e incluso hasta del 75% en la dosis de 

8 µg/mL de Sb
V
. Estos datos sugieren que las células MTF-1

KD
 favorece la supervivencia 

intracelular de Leishmania mediante la inhibición de la expresión de las MT. 

 

Figura 15. Leishmania V. panamensis sobrevive en presencia del Sb
V
 en las células MTF-1

KD
. 

Células control y MTF-1
KD

 infectadas con Leishmania y expuestas al Sb
V
 (8-16-32 µg/mL) durante 

48h. La supervivencia de Leishmania se expresó como porcentaje respecto del control sin droga y 

se evaluó por RT-qPCR empleando como blanco molecular el 7SLARN de Leishmania.Datos 

representativos de cuatro replicas experimentales independientes. Las diferencias estadísticas se 

calcularon empleando Mann-Whitney test. 

7.4. Discusión 

La terapia antimonial, el tratamiento de primera línea para la leishmaniasis en varios países 

endémicos, se ha utilizado durante más de 100 años (46). Sin embargo, su mecanismo de 

acción y los factores del hospedero que modulan la exposición del parásito a nivel 

intracelular a la droga siguen siendo poco conocidos. Recientemente, el papel de la célula 

hospedera en el metabolismo y detoxificación del antimonio ha ganado mayor atención, 

debido a su participación en el desenlace terapéutico de la enfermedad y como potencial 

blanco para modular y optimizar la exposición del parásito a la droga (29). 

Las metalotioneínas (MT) se identificaron a principios de los años 70 y se caracterizaron 

inicialmente como proteínas de unión a cadmio (Cd) con un papel importante en la 
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detoxificación de este metal (150). Estudios posteriores demostraron las MT también 

podían unir otros metales, incluido el Sb (130), protegiendo a las células de la toxicidad 

inducida por metales. Esta función ha sido respaldada por estudios en modelos murinos 

knock-out para MT1/MT2 en los que hubo una mayor toxicidad del Cd, Hg, Cu, Zn, As (un 

metal de transición estrechamente relacionado con Sb) y cisplatino (141, 144, 151–153), 

mientras que ratones transgénicos que sobre-expresaban las MT presentaron mayor 

tolerancia a la hepato- y nefrotoxicidad inducida por metales (150, 154, 155). Las 

poblaciones humanas ocupacionalmente o ambientalmente expuestas a Cd o As, mostraron 

un aumento en los niveles de expresión génica de las MT (156–158), lo que permitió 

sugerir a las MT como biomarcadores de exposición a metales tóxicos (156). A pesar de 

esto, la función y el impacto de las MT durante el tratamiento con Sb
V
 (metal tóxico) aún 

no se había explorado. 

Los resultados obtenidos en este estudio, junto con los datos de expresión génica 

informados previamente por otros autores, confirman una alta inducción de las MT en los 

macrófagos humanos después de la infección con diferentes especies de Leishmania y 

durante la exposición a Sb
V
 (28, 100, 146). Esto, junto con un reporte previo de correlación 

inversa entre la expresión de MT2-A y la supervivencia intracelular de L.V. panamensis 

durante la exposición a Sb
V
, sugirieron la participación de las MT en la muerte intracelular 

del parásito. Los resultados presentados en este trabajo proporcionan evidencia sobre la 

función de las MT como facilitadoras de la muerte intracelular de Leishmania dependiente 

de Sb. Aunque el mecanismo preciso por el que esto ocurre aún está por determinarse, es 

plausible que la función de detoxificación de metales de las MT promueva la unión del Sb a 

sus grupos tiol en el citoplasma, aumentando la concentración intracelular de Sb a la vez 

que reduce su efecto citotóxico directo hacia los macrófagos. Las MT se pueden translocar 

a los lisosomas (150, 159, 160); por lo tanto, los complejos de MT-Sb también podrían 

translocarse al lisosoma, donde las proteasas y el pH bajo facilitan la liberación del Sb 

desde las MT (160). La fusión de los lisosomas que contienen los complejos MT-Sb con los 

fagosomas donde reside Leishmania podría dar como resultado una mayor exposición del 

parásito al antimonio. 
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Los antimoniales pentavalentes se consideran pro-fármacos que deben reducirse a la forma 

trivalente, principio activo, para ejercer su actividad antileishmanial (Sb
V
Sb

III
). Las MT, 

al igual que el glutatión (GSH), tienen una función importante en el equilibrio óxido/redox 

celular gracias a su alto contenido de grupos tiol (130, 138–142). En condiciones de estrés, 

la fuerte sobre-expresión de las MT da como resultado un potencial redox que puede 

superar al del GSH (140, 143, 145). Se ha demostrado que el GSH promueve la reducción 

de Sb
V
 a Sb

III
 en células mamíferas, al igual que en Leishmania (49, 50). Por lo tanto, las 

MT podrían participar en la reducción de Sb
V
 a Sb

III
 favoreciendo la muerte de los parásitos 

mediada por la acumulación intracelular de la droga y posterior liberación del principio 

activo en el fagolisosoma. 

MTF-1 es el principal factor de transcripción involucrado en la expresión de las MT 

durante la exposición a metales (142), y parcialmente durante la exposición/respuesta al 

estrés oxidativo (142, 161–164). Los resultados obtenidos en este estudio y el de otros 

autores demuestran que el silenciamiento génico o los knock-out de MTF-1 suprimen 

eficientemente la expresión celular de las MT bajo condiciones de estrés oxidativo y 

durante la exposición a metales (142, 149, 163). Estableciendo un vínculo entre estos dos 

factores a través el eje MT-Zinc-MTF-1, pues tanto el estrés oxidativo como la exposición 

a metales incrementan la concentración libre de zinc intracelular, requisito primordial para 

la activación de MTF-1 y posterior inducción de la expresión de las MT. 

Sin embargo, no se puede descartar la intervención de otros mecanismos dado que la 

inhibición de las MT solo explica del 15 al 25% de la supervivencia del parásito. Indicando 

que hay otros mecanismos involucrados en el proceso de muerte/supervivencia del parásito 

a nivel intracelular. De hecho, MTF-1 puede modular la expresión de otros genes tales 

como: ZnT1, ZIP10, ZIP8 y FPN1, proteínas relacionadas con el transporte y la 

homeostasis del zinc (165–170). ZnT1 y FPN1 se han descrito como transportadores de 

membrana que participa en el eflujo del zinc. Las células que presentan resistencia a la 

toxicidad inducida por altas concentraciones de zinc tienden a regular positivamente la 

expresión de ZnT1 o FPN1 (170, 171). Por otro lado, ZIP10 funciona como un 

transportador de influjo de zinc, el cual se sobre-expresa cuando hay deficiencia de zinc en 

el medio. La activación de MTF-1 mediada por el zinc inhibe la expresión de ZIP10, 
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disminuyendo la captación del zinc al espacio intracelular (169). El eje zinc-ZIP8-MTF1 se 

describió como participante activo en la patogénesis de la osteoartritis. La sobre-expresión 

de ZIP8 mediada por MTF-1 aumentó el ingreso de zinc a la célula y este incremento de la 

concentración de zinc promovió la expresión de enzimas que participan en la degradación 

de la matriz extracelular, tales como: MMP3, MMP9, MMP12, MMP13 y ADAMTS5, 

acentuando la progresión de la osteoartritis (168). El papel de estos transportadores en el 

transporte del Sb y su relación con la supervivencia de Leishmania a nivel intracelular 

ameritan futuras investigaciones. 

La homeostasis del zinc ha mostrado ser un factor clave para promover una adecuada 

respuesta inmune (172, 173). El silenciamiento de MTF-1, que a su vez reprime la 

inducción de las MT pude tener impacto en la homeostasis de dicho metal afectando 

indirectamente la respuesta inmune del hospedero. La depleción del zinc en ensayos in vitro 

ha mostrado que incrementa la capacidad fagocítica de los macrófagos al igual que el 

estallido respiratorio. No obstante, su capacidad de producir citoquinas proinflamatorias 

como TNFα se vio disminuida (174). Los resultados de este estudio no descartan un posible 

impacto en la respuesta inmune de los macrófagos influenciada por la homeostasis del Zn 

mediada por las MT.  

En conjunto, nuestros resultados destacan el papel de las MT en la unión de metales 

tóxicos/terapéuticos como el antimonio, resaltando su potencial aprovechamiento para 

modular la biodisponibilidad del antimonio a nivel intracelular, incrementando la 

exposición del parásito y promoviendo su muerte, para finalmente optimizar la eficacia 

terapéutica de estos medicamentos. Estos hallazgos ilustran procesos homeostáticos 

relacionados con el metabolismo del antimonio no descritos previamente que participan 

durante el tratamiento de infecciones microbianas intracelulares. Se evidencia como un 

mecanismo que promueve la protección de la célula hospedera, en este caso contra el estrés 

oxidativo inducido por el Sb, puede a su vez mejorar la actividad leishmanicida de la 

terapia antimonial. 
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8. Capítulo 3 

Perfilado metabólico y biomarcadores de respuesta terapéutica y de toxicidad 

del antimoniato de meglumina en pacientes con leishmaniasis cutánea. 

“Metabolic profiling and biomarkers of therapeutic response and toxicity of 

meglumine antimoniate in cutaneous leishmaniasis patients” 
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Hallazgos principales 

 La exposición de los pacientes al antimonio tiene un efecto significativo en la 

modulación del metaboloma plasmático. 

 Los metabolitos relacionados con el balance energético y equilibrio redox son 

diferencialmente modulados entre pacientes con cura o falla terapéutica. 

 La taurina, alantoína, piruvato y la N-acetilglutamina fueron identificados como 

potenciales metabolitos predictores y pronósticos de respuesta terapéutica con 

antimoniales. 

 La alantoína potencia el efecto leishmanicida del antimonio.  
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8.1. Antecedentes 

La identificación de biomarcadores de respuesta terapéutica y de pronóstico fácilmente 

accesibles, y medibles objetivamente son una necesidad para la LC, donde aún no se cuenta 

con biomarcadores de respuesta terapéutica que puedan ser empleados en el contexto 

clínico. Para el caso de la tripanosomiasis africana se han realizado estudios enfocados en 

identificar biomarcadores metabólicos que permitan predecir el estadio y la cura de la 

enfermedad (175).  La neopterina, detectada en líquido céfalo raquídeo fue el biomarcador 

con mayor potencial de predecir el desenlace terapéutico de los pacientes infectados con 

Trypanosoma brucei gambiense (175, 176). Adicionalmente, el 5-hidroxitriptófano mostró 

100% de sensibilidad y especificidad para discriminar entre los pacientes en estadio 1 de 

los pacientes en estadio 2 de la enfermedad (175).  

Los enfoques fármaco-metabolómicos han contribuido a la comprensión del mecanismo de 

acción de los fármacos y en la identificación de las firmas metabólicas asociadas con la 

respuesta terapéutica en enfermedades como el cáncer y trastornos neurodegenerativos, 

entre otras (177). La factibilidad de obtener muestras para los estudios de metabolómica 

como suero, plasma, saliva u orina, y la menor proporción de metabolitos en comparación 

con el genoma (~ 30,000 genes : ~ 2,500 metabolitos), facilitan su aplicación para el 

descubrimiento de biomarcadores (40). La aplicación de la metabolómica en enfermedades 

infecciosas desatendidas como la leishmaniasis, ha sido poco explorada y hasta la fecha no 

hay reportado ningún estudio en pacientes con LC tratados con Glucantime® donde se 

emplee el perfilamiento metabólico de muestras de plasma usando LC/MS. En este estudio 

buscamos implementar un enfoque de perfilamiento metabólico de alto rendimiento para 

identificar biomarcadores predictivos y pronósticos de respuesta terapéutica frente al 

tratamiento antimonial en pacientes con LC causada por especies de Leishmania Viannia, 

así como describir las perturbaciones metabólicas asociadas con la exposición al fármaco. 

8.2. Materiales y métodos 

8.2.1. Diseño del estudio y participantes 

Estudio diseñado con el objetivo de identificar biomarcadores de respuesta terapéutica en 

pacientes con LC mediante la caracterización de los perfiles metabólicos en muestras de 

plasma. Se incluyeron 39 pacientes con diagnóstico parasitológico confirmado de LC, de 18 
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a 47 años de edad, con un tiempo de evolución de la lesión cutánea <6 meses y con una 

adherencia al tratamiento con Glucantime® > 85% (Tabla 5). Los pacientes recibieron el 

tratamiento estándar de 20 mg/kg/día durante 20 días, las evaluaciones clínicas de respuesta 

al tratamiento se llevaron a cabo al final del tratamiento y a la semana 26 después de 

iniciado el tratamiento, momento en que se determinó la respuesta terapéutica definitiva 

(Diagrama 1). La curación se definió como una reepitelización completa de la lesión en 

ausencia de signos de inflamación. La falla al tratamiento se definió como reepitelización 

incompleta y/o presencia de induración, bordes elevados u otra evidencia de inflamación de 

la(s) lesión(es); reactivación de la(s) lesión(es) original(es); o aparición de nuevas lesiones 

durante el período de seguimiento. 

 

Diagrama 1. Esquema general del procesamiento de las muestras para los análisis metabólicos. 

El día 0 antes de iniciar el tratamiento se tomó la primera muestra de sangre de los pacientes. El día 

20 finalizó el tratamiento con Glucantime®. El día 28 se tomó la segunda muestra de sangre post-

tratamiento. La respuesta terapéutica se definió al día 90 después de iniciado el tratamiento (semana 

13). Los metabolitos plasmáticos de extrajeron por el método metanol/cloroformo y se procesaron 

empleando cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas (LC/MS).  
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Los eventos adversos (EA) se definieron mediante evaluación médica, criterios clínicos y 

de laboratorio estandarizados (por nombre y gravedad) de acuerdo con los Criterios de 

toxicidad definidos por el Instituto Nacional de Cáncer de los Estados Unidos, V 4.0 (178). 

La causalidad se estableció utilizando los criterios WHO-UMC y el algoritmo de Naranjo 

(179, 180). Los EA se informaron como posiblemente, probablemente o definitivamente 

relacionados con el tratamiento (Tabla 5) y, por lo tanto, se consideraron como reacciones 

adversas a medicamentos (RAM). 

8.2.2. Control de calidad de datos clínicos 

El control de calidad de los datos clínicos consistió la doble digitación de los datos desde 

los formatos de reporte caso a una base de datos de Microsoft Office Access, monitoreo de 

datos externos y solución de discrepancias por consenso. 

8.2.3. Procesamiento de muestras y extracción de metabolitos 

El plasma se obtuvo a partir de muestras de sangre periférica anticoagulada con heparina, 

mediante centrifugación a 800 g por 10 minutos. Para la extracción de los metabolitos del 

plasma (moléculas de <1200 Da), todas las muestras fueron procesadas en un solo lote, por 

un investigador en el mismo día. Brevemente, se mezclaron 100 μL de plasma con 

cloroformo: metanol (en una proporción 1:3), con agitación constante a 4ºC durante 1 h. 

Luego se centrifugó durante 10 min a 14000 g a 4ºC y el sobrenadante con los metabolitos 

del plasma se transfirió y almacenó a -80 ° C hasta el momento de su procesamiento. 

8.2.4. Adquisición y procesamiento de datos mediante cromatografía líquida 

acoplada a espectrometría de masas (LC/MS) 

Las muestras se analizaron por interacción hidrófila LC/MS (UltiMate 3000 RSLC, Thermo 

Fisher) usando una columna ZIC-pHILIC de 150 x 4,6 mm (Merck SeQuant) corriendo a 

300 μL/min y detección en Orbitrap Exact (Thermo Fisher). Los parámetros del 

espectrómetro de masas fueron: 50,000 de potencia de resolución en modo de conmutación 

positivo/negativo. El voltaje de ionización por electropulverización (ESI) fue de 4.5 kV en 

modo positivo y de 3 kV en modo negativo. Las soluciones tampón consistieron en (A): 

carbonato de amonio 20 mM (Sigma) disuelto en H2O y (B): Merck SeQuant: acetonitrilo 

(Rathburn Chemicals). El gradiente varió del 20% A: 80% B al 80% A: 20% B en 15 min, 
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seguido de un lavado al 95% A: 5% B durante 3 min, y el equilibrio al 20% A: 80% B por 

5 minutos. 

Los datos crudos de la LC/MS (por sus siglas en inglés) se procesaron utilizando XCMS 

(181), MzMatch (182) y scripts internos desarrollados en R para un filtrado profundo, 

procesamiento e identificación de los picos. Los picos se visualizaron usando PeakML 

Viewer (182) y los datos fueron compilados usando el software IDEOM (183). La 

clasificación de los metabolitos siguió las directrices del MSI (Metabolomics Standars 

Initiative, por sus siglas en inglés) (184). Los metabolitos fueron anotados con una 

tolerancia de masa <3 ppm, aquellos metabolitos emparejados en la base de datos IDEOM 

se describieron como metabolitos 'anotados', mientras que los metabolitos emparejados 

frente a un estándar auténtico con <3 ppm de error de masa y <5% de tiempo de retención 

se clasificaron como 'identificados'. 

8.2.5. Control de calidad de los datos LC/MS 

El control de calidad maestro (QC) se obtuvo mezclando volúmenes iguales de cada 

muestra. Todas las muestras de plasma de los pacientes se analizaron en un solo corrida y 

en un único lote de forma aleatoria. Durante la corrida se incluyeron metabolitos estándar 

puros con identificación auténtica al principio y al final de la corrida. Los QC se inyectaron 

antes de comenzar la corrida de LC/MS y cada 5 muestras para garantizar y verificar la 

estabilidad del equipo durante la corrida. La calidad de los cromatogramas y la 

reproducibilidad de la señal se verificaron mediante los análisis de los QC, los estándares 

puros y el cromatograma total de iones. Las muestras que mostraron una variación analítica 

inaceptable (desviación del tiempo de retención) se eliminaron de los análisis posteriores. 

También se excluyeron del análisis los picos que no emparejaron con algún metabolito (sin 

identificación), los metabolitos con más del 20% de valores perdidos en las muestras 

analizadas, una confianza de identificación <5 y los compuestos derivados del 

Glucantime®. Adicionalmente se realizó depuración manual de la base de datos eliminado 

todos aquellos metabolitos cuyos cromatogramas representaban artefactos que no fueron 

detectados durante la depuración digital. 
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8.2.6. Curación de datos y análisis estadístico 

Los datos clínicos y demográficos se analizaron utilizando el software R versión 3.3.2 y 

STATA versión 14, empleando datos no transformados. Para los datos metabolómicos se 

utilizó el análisis de componentes principales (PCA) para identificar muestras atípicas. Para 

el análisis e interpretación de los datos se utilizaron MetaboAnalyst 3.0 (185), XCMS y 

GraphPad Prism 6. La base de datos fue normalizada por el método de normalización del 

cociente probabilístico (186), transformada mediante logaritmo generalizado y escalada con 

Pareto (187). Los análisis estadísticos empleados consistieron en pruebas univariadas 

(prueba t de Student y ANOVA con Fisher-LSD como Post-Hoc análisis) y multivariadas 

supervisadas (análisis discriminatorio de mínimos cuadrados ortogonales parciales-OPLS-

DA, por sus siglas en inglés) para identificar los metabolitos asociados con la exposición al 

fármaco y la respuesta terapéutica (Diagrama 2). Los estadísticos del método supervisado 

OPLS-DA son el R
2
Y y el Q

2
, que representan la suma total de la variación en Y explicada 

por el modelo (R
2
Y) y la bondad de la predicción calculada mediante la validación cruzada 

(Q
2
) (188). Los análisis de enriquecimiento de vías metabolitos se realizaron empleando 

KEGG y MetaboAnalyst 3.0. Las curvas ROC se realizaron empleando regresión logística. 
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Diagrama 2. Flujograma general del procesamiento y análisis de los datos metabólicos. 

En el recuadro superior (verde), se señalan los procesos de recolección de la muestra y obtención de 

los datos. En el recuadro inferior (azul), se indican las comparaciones y análisis realizados para la 

identificación de biomarcadores de respuesta terapéutica y cambios en el metaboloma inducidos por 

la droga. 

8.2.7. Ensayos de infección ex vivo y evaluación de la supervivencia intracelular 

de Leishmania 

Se tomaron muestras de sangre periférica de 6 pacientes con LC antes del inicio del 

tratamiento. Las células mononucleares de sangre periférica (CMSP, por sus siglas en 

inglés) se aislaron mediante centrifugación por gradiente (Histopaque 1077, Sigma-

Aldrich). Los CMSP se resuspendieron en medio RPMI suplementado con 10% de suero 

fetal bovino (SFB) y se cultivaron a una concentración de 1x10
5
/pozo

 
en placas de 96 

pozos. Posteriormente las células se infectaron con L.V. panamensis (transfectada con el 

gen reportero de luciferasa) en una relación 1:1 (parásito:monocito) durante 24h, previa 

opsonización de los parásitos con suero humano AB+. La Taurina y alantoína (Sigma-

Aldrich) se agregaron por separado o en combinación (exposición simultánea) con 4 μg/mL 
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de Sb
V
 durante 72h a 34°C, 5% de CO2. Finalmente, la carga parasitaria fue evaluada 

empelando luminometría (189). 

8.3. Resultados 

8.3.1. Características clínicas y demográficas de los participantes del estudio 

Se incluyeron un total de 39 participantes, 25 que curaron con la terapia de Glucantime® y 

14 que fallaron (Tabla 5). La mayoría de los participantes (92%) eran hombres con una 

edad promedio de 30 años de ascendencia afrocolombiana del departamento de Nariño, 

Colombia. No se encontraron diferencias estadísticamente significativas en las 

características demográficas o clínicas entre los grupos, con la excepción del género, donde 

el grupo de las fallas presentó las tres únicas mujeres incluidas en el estudio (p = 0.04). De 

los 39 participantes, 27 reportaron al menos una reacción adversa al medicamento (69%), 

entre las más comunes se reportó fiebre (18.4%), seguido de dolor en el sitio de inyección 

(9.2%) y dolor de cabeza (9.2%) (Tabla 5). No hubo reporte de eventos adversos serios. 
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Tabla 5. Características clínicas y demográficas de los pacientes. 

Características Total Curas Fallas Valor p * 

Número de pacientes 39 (100) 25 (64) 14 (36) - 

Género, n (%)     

Hombres 36 (92) 25 (100) 11 (78.6) 0.039
‡
 

Mujeres 3 (8) - 3 (21.4)  

Edad en años, mediana (rango) 30 (18 - 47) 30 (18 - 45) 29.5 (19 - 47) 0.735
§
 

Etnia, n (%)     

Afrodescendiente 37 (95) 25 (100) 12 (85.7) 0.122
‡
 

Otro 2 (5) - 2 (1.3)  

Peso, media (SD), Kg 69.4 (8.4) 67.6 (7.4) 72.4 (9.6) 0.092
§
 

Tiempo de evolución de la enfermedad 
(meses). Mediana (rango) 

1 (1 – 5) 2 (1 – 5) 1 (1 – 5) 0.311
§
 

Número de lesiones por paciente.  
Mediana (rango) 

2 (1 – 6) 1 (1 – 5) 2 (1 – 6) 0.634
§
 

Porcentaje de adherencia al tratamiento. 

Mediana (rango)
† 

100  
(85-100) 

100  
(98-100) 

100 
(85-100) 

0.075
‡
 

Área geográfica del reporte de la infección 
(Departamento). n (%) 

    

Nariño 32 (82.1) 20 (80) 12 (85.7) 0,655
‡
 

Otro 7 (17.9) 5 (20) 2 (14.3)  

Especies asiladas de Leishmania, n(%)     

L. V. panamensis 31 (79.5) 19 (76) 12 (85.7) 0,813
‡
 

L. V. braziliensis 2 (5.1) 2 (8) 0  

No disponible o contaminada 6 (15.4) 4 (16) 2 (14.3)  

Reacciones Adversas al Medicamento  (RAM) 

Pacientes que reportaron RAM, n (%)     

Ninguna 12 (30.8) 6 (24) 6 (42.9) 0.286
‡
 

Al menos una 27 (69.2) 19 (76) 8 (57.1)  

Intensidad de las RAM, n (%)     

Leve 24 (89) 17 (89) 7 (87) 1,000
‡
 

Moderada  3 (11) 2 (11) 1 (13)  

Tipo de reacción, n (%)        

Fiebre 18 (26.1) 12 (29.3) 6 (21.4) 0.480
‡
 

Dolor en el sitio de la inyección 9 (13.0) 3 (7.3) 6 (21.4)  

Dolor de cabeza 9 (13.0) 7 (17.1) 2 (7.1)  

Artralgia 9 (13.0) 5 (12.1) 4 (14.3)  

Fatiga 5 (7.2) 3 (7.2) 2 (7.1)  

Mialgia 5 (7.2) 4 (9.8) 1 (3.6)  

Otras 14 (20.3) 7 (17.1) 7 (25.0)  

* Comparación entre curas vs fallas. 
†
 Basado en las ampollas recibidas vs. las ampollas ordenadas. 

‡
 Chi2/Fisher. 

§
 T-

test/Wilcoxon rank sum test. 
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8.3.2. La exposición a Glucantime® altera el metaboloma en el plasma de los 

pacientes con LC 

Los datos metabólicos de 4 pacientes fueron excluidos de los análisis (3 que curaron y 1 

que falló); dos de ellos tenían cromatogramas que no cumplían los parámetros mínimos de 

calidad, mientras que los otros 2 se identificaron como valores atípicos en los análisis 

multivariados de componente principal (Figura 16). Después de depuración de la base de 

datos, la transformación de los datos y el control de calidad, se detectaron finalmente 536 

metabolitos en las muestras de plasma de los 35 pacientes, de los cuales 48 fueron 

identificados en referencia a los estándares puros empleados como controles y el resto 

(488/536) fueron anotados de acuerdo a los criterios de la MSI (Anexo 3). En todas las 

muestras post-tratamiento, se pudo detectar la N-metil-glucamina, un subproducto del 

Glucantime®, (intensidad relativa media de 26.734), indicando la exposición al fármaco en 

la población de estudio; este metabolito fue excluido de los análisis posteriores. 

 

Figura 16. Analisis de componentes prinicpales de los datos metabolicos crudos. 

Cada punto representa una única muestra. Los óvalos grandes representan el intervalo de confianza 

del 95%. En gris, muestras pre-tratamiento de los pacientes que curaron (1). En rojo, muestras 

post-tratamiento de los pacientes que curaron (2). En azul, muestras pre-tratamiento de los 

pacientes que fallaron (3). En verde, muestras post-tratamiento de los pacientes que fallaron (4). La 

flechan indica los pacientes que fueron excluidos (valores atípicos) de los análisis posteriores. 
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El 30,4% de los metabolitos detectados (163/536) presentaron modificaciones significativas 

después de la exposición in vivo al Glucantime® (prueba t de Student pareada p ≤0.05, tasa 

de falsos descubrimientos -FDR- ≤0.1). De los cuales el 53% (88/163) mostraron mayor 

abundancia después del tratamiento, con el 20% (18/88) de metabolitos identificados y el 

80% (70/88) de ellos anotados (Figura 18A y Anexo 4). En los análisis multivariados 

empelando el modelo supervisado OPLS-DA (se usaron todos los 536 metabolitos 

detectados como variables de este modelo), se establecieron como puntos de corte 

discriminatorios valores de 1,5 ≤ p [1] ≤ -1.5 y 0.3 ≤ p (corr) [1] ≤ -0.3 en el S-plot, 

seleccionándose aquellos metabolitos con mayor capacidad discriminatoria entre los dos 

grupos, pre y post-tratamiento (Figura 17  y Anexo 4). Se obtuvo un valor de R
2
Y = 0.93 y 

un valor de Q2 = 0.62 en la prueba de validación cruzada, seleccionándose 38 metabolitos 

con alto potencial discriminatorio entre los grupos, los cuales también fueron identificados 

como significativos en los análisis univariados. De estos 38 metabolitos encontrados en 

común tanto en los análisis estadísticos univariados como multivariados, resalta su 

participación en el metabolismo de ácidos grasos de cadena larga y en la β-oxidación (L-

carnitina, fosfocolina, 3-metilglutarilcarnitina y cis-5-tetradecenoilcarnitina), metabolismo 

de la metionina-homocisteína y balance redox (fosfocolina, guanidinoacetato, S-malato, L-

dehidroascorbato y betaína), y el metabolismo de nucleótidos (S-dihidroorotato, 3-

metilguanina, D-ribosa y xantina), cuyas abundancias presentaron diferencias significativas 

después del tratamiento con Glucantime® (Figura 18B). 
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Figura 17. Modelo OPLS-DA del metaboloma plásmatico después de la exposición al 

Glucantime®. 

Cada muestra está representada por un círculo. En naranja, muestras obtenidas pre-tratamiento 

(pre) y en gris muestras obtenidas post-tratamiento (post). El puntaje T [1] y el puntaje ortogonal T 

[1] representan el % de variación que discrimina entre y dentro de los grupos, respectivamente. 

8.3.3. Los metabolitos asociados con la cicatrización de heridas y el equilibrio 

óxido/redox están diferencialmente modulados en los pacientes que 

curaron respecto de los que fallaron 

Se empleó el modelo multivariado OPLS-DA para seleccionar los metabolitos con mayor 

capacidad discriminatoria entre los pacientes que curaron (n=22) y los pacientes que 

fallaron (n=13) al tratamiento con Glucantime®. Se compararon las muestras obtenidas 

tanto al inicio como al final del tratamiento. El modelo generado permitió la separación de 

las muestras pre-tratamiento y post-tratamiento de los pacientes que curaron respecto de los 

pacientes que fallaron, con un valor de R
2
Y= 0.96 y un valor de Q

2
= 0.53 en la prueba de 

validación cruzada (Figura 19A). Como puntos de corte discriminatorios se emplearon 

valores de 0.5 ≤ p [1] ≤ -0.5 y 0.2 ≤ p (corr) [1] ≤ -0.2 en el S-plot. 
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Figura 18. La exposición al Glucantime® altera el metaboloma plásmatico de pacientes con LC. 

Las muestras de plasma de pacientes con LC (n = 35) obtenidas antes (Pre) y al final del tratamiento 

(Post) con Glucantime® se analizaron mediante CL/EM. A) Mapa de color de la intensidad relativa 

de los metabolitos con abundancias significativamente diferentes entre las muestras obtenidas pre y 

post-tratamiento. El mapa se construyó usando la distancia euclidiana y el algoritmo de 

agrupamiento de sala. B) Diagrama de puntos pareados de los metabolitos seleccionados 

significativamente modulados post-tratamiento con Glucantime®. Los datos fueron normalizaron, 

transformados (gLog2) y escalados (Pareto). La significación estadística se determinó usando la 

prueba t pareada. * p <0.05. 



86 
 

Se detectaron 126 metabolitos con potencial discriminatorio, de los cuales 109 fueron 

anotados y 17 fueron identificados (Anexo 4). Para guiar la selección de metabolitos con 

mayor capacidad predictiva y pronostica de respuesta terapéutica, se realizó un ANOVA 

con un post-hoc análisis de Fisher- LSD, incluyendo los 536 metabolitos detectados. De 

estos análisis (ANOVA/OPLS-DA) se seleccionaron 21 metabolitos con la capacidad de 

discriminar entre pacientes que curaron vs los que fallaron, tanto en las muestras pre como 

en las muestras post-tratamiento (p≤0.05, FDR≤0.1). De estos, 5 metabolitos fueron 

plenamente identificados (Tabla 6-7) respecto a los estándares puros (alantoína, N-

acetilglutamina, taurina, piruvato y fosfocolina). La fosfocolina, metabolito que participa en 

el metabolismo lipídico y de componentes de membrana, se encontró significativamente 

elevado en el grupo de pacientes que curaron respecto de los que fallaron en las muestras de 

plasma tomadas post-tratamiento, mientras los metabolitos que desempeñando un papel 

importante en el equilibrio óxido/redox y que participan en los procesos de cicatrización de 

heridas (taurina, N-acetilglutamina, alantoína y piruvato) aumentaron significativamente en 

los pacientes que curaron, tanto en las muestras pre como en las muestras post-tratamiento 

respecto de las fallas (Figura 19B). 
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Figura 19. Metabolitos asociados con el balance redox y la cicatrización de heridas son más 

abundantes en los pacientes que curaron con el tratamiento. 

Se analizaron los perfiles metabólicos del plasma de pacientes con LC que curaron (n = 22) o 

fallaron (n = 13) al tratamiento con Glucantime®. A) modelo OPLS-DA, presenta separación de los 

metabolomas de los pacientes que curaron y fallaron tanto en las muestras pre-tratamiento y post-

tratamiento. B) Diagramas de puntos de los metabolitos modulados diferencialmente entre las curas 

y las fallas. Las barras representan la media y la desviación estándar. GCDC-7-sulfato: 

Glicoquenodeoxicolato 7-sulfato, TCDC-3-sulfate: Tauroquenodeoxicolato-3-sulfato. Los datos 

fueron normalizados, transformados (gLog2) y escalados (Pareto). La significancia estadística se 

determinó usando la prueba t pareada. * p <0.05. 
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Tabla 6. Biomarcadores predictores de desenlace en las muestras de plasma pre-tratamiento 

Metabolito 
Formula 

elemental 

Masa 

(Da) 

TR 

(min) 

Abundancia relativa 

Media ± SD
†
 

Curas           

(n=22) 

Fallas 

(n=13) 
ANOVA 

Pre-

tratamiento 

Pre-

tratamiento 

Fisher’s 

LSD‡ 

Alantoína
§
 C4H6N4O3 158.04 13.28 0.19 ±1.21 -0.64 ±0.76 * 

Piruvato
§
 C3H4O3 88.016 7.93 0.29 ±0.93 -0.40 ±0.86 * 

N-

Acetilglutamina
§
 

C7H12N2O4 188.08 10.57 0.27 ±0.79 -0.33 ±0.65 * 

Taurina
§
 C2H7NO3S 125.01 13.55 -0.003 ±0.42 -0.37 ±0.39 * 

2-Hidroxipiridina C5H5NO 95.04 7.98 -0.55 ±0.55 0.63 ±1.23 * 

Ala-Lys-Ser-Arg C18H36N8O6 230.14 13.27 0.67 ±0.67 -0.27 ±1.35 * 

D-Eritrosa C4H8O4 120.04 10.34 0.03 ±0.54 -0.65 ±0.57 * 

Ethilpiruvato C5H8O3 116.05 5.34 0.34 ±0.51 -0.13 ±0.97 * 

FA Metil 

jasmonato 
C13H20O3 224.14 3.94 0.23 ±0.97 -0.89 ±1.14 * 

Ácido graso¶ C13H18O5 254.12 5.25 0.36 ±1.25 -0.67 ±0.89 * 

Glu-Phe-Trp C25H28N4O6 240.1 7.71 0.40 ±0.84 -0.41 ±1.32 * 

N5-Etil-L-

glutamina 
C7H14N2O3 174.1 12.66 -0.58 ±1.23 0.40 ±1.08 * 

N6-Metil-L-lisina C7H16N2O2 160.12 19.26 -0.41 ±0.78 0.37 ±0.82 * 

Esterol|| C24H40O4 392.29 4.84 -0.30 ±1.35 0.98 ±0.95 * 

Tauroquenodeoxi-

cholato-3-sulfato 
C26H45NO9S2 289.63 4.34 0.12 ±1.10 -1.04 ±1.43 * 

† Abundancia relativa: Los datos fueron normalizados, transformación logarítmica (gLog2) y escalados con Pareto. 

TR- Tiempo de retención en minutos, Masa en Daltons, SD – Desviación estándar. 

‡
 Contraste de los grupos con valores estadísticamente significativos en el Fisher LSD post-hoc test (p ≤ 0.05). Las 

pruebas múltiples se corrigieron con FDR y se definieron como significativas con un FDR ≤ 0.1. 

* Diferencias estadísticamente significativas entre los grupos p ≤ 0.05 y FDR ≤ 0.1. 

§
 En negrilla, metabolitos identificados frente a un estándar puro autentico. 

¶ [FA methil-hidroxi-oxo(5:2/4:0)] metil 4-[2-(2-formil-vinil)-3-hidroxi-5-oxo-ciclopentil]-butanoato. 

|| [ST hidrox] 3alpha,7alpha-Dihidroxi-5beta-cholan-24-oic Acid. 

Con el objeto de establecer cómo se comportaban los 5 metabolitos identificados 

(alantoína, N-acetilglutamina, taurina, piruvato y fosfocolina fosfato) dentro del mismo 

grupo (curas o fallas) comparando las muestras pre vs las post-tratamiento, se observó que 

la alantoína y la taurina presentaran un aumento significativo en la abundancia relativa al 

final del tratamiento en el grupo de pacientes que curaron, mientras que el fosfocolina 
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disminuyó significativamente en ambos grupos en las muestras post-tratamiento (Figura 

19B y tabla 7). 

Tabla 7. Biomarcadores pronósticos de desenlace en las muestras de plasma post-tratamiento 

Metabolito 
Formula 

elemental 

Masa 

(Da) 

TR 

(min) 

Abundancia relativa 

Media ± SD
†
 

Curas           

(n=22) 

Fallas 

(n=13) 
ANOVA 

Post-

tratamiento 

Post-

tratamiento 

Fisher’s 

LSD‡ 

Alantoína
§
 C4H6N4O3 158.04 13.28 0.68 ±1.56 -0.82 ±1.30 * 

Fosofocolina
§
 C5H14NO4P 183.07 13.12 -0.10 ±1.43 -0.81 ±0.92 * 

Piruvato
§
 C3H4O3 88.016 7.93 0.27 ±0.86 -0.54 ±0.79 * 

N-

Acetilglutamina
§
 

C7H12N2O4 188.08 10.57 0.23 ±0.86 -0.52 ±0.75 * 

Taurina
§
 C2H7NO3S 125.01 13.55 0.43 ±0.78 -0.34 ±0.55 * 

2-Hidroxipiridina C5H5NO 95.04 7.98 -0.25 ±0.81 0.74 ±1.64 * 

3,5-Tetradecadien-

carnitina 
C21H37NO4 367.27 5.08 0.14 ±0.99 0.72 ±0.75 * 

Ala-Lys-Ser-Arg C18H36N8O6 230.14 13.27 0.05 ±0.89 -0.96 ±1.25 * 

D-Eritrosa C4H8O4 120.04 10.34 0.42 ±0.71 -0.13 ±0.71 * 

Ethilpiruvato C5H8O3 116.05 5.34 0.04 ±0.55 -0.51 ±0.66 * 

FA Metil 

jasmonato 
C13H20O3 224.14 3.94 0.42 ±0.93 -0.22 ±0.83 * 

Ácido graso¶ C13H18O5 254.12 5.25 0.43 ±1.16 -0.67 ±1.13 * 

Glicerolípido# C39H70O4 602.53 3.7 -0.03 ±0.49 0.50 ±0.78 * 

Glu-Phe-Trp C25H28N4O6 240.1 7.71 0.28 ±0.81 -0.73 ±1.26 * 

Glicochenodeoxi-

colate 7-sulfato 
C26H43NO8S 264.64 4.66 0.77 ±0.72 -0.54 ±1.37 * 

N5-Etil-L-

glutamina 
C7H14N2O3 174.1 12.66 -0.04 ±0.90 0.66 ±1.21 * 

N6-Metil-L-lisina C7H16N2O2 160.12 19.26 -0.12 ±0.83 0.53 ±0.79 * 

N-acetil-L-

arginina 
C8H16N4O3 216.12 13.51 -0.10 ±0.87 -0.65 ±0.77 * 

Estearoilcarnitina C25H49NO4 427.37 4.72 -0.39 ±0.45 0.33 ±0.87 * 

Tauroquenodeoxi-

cholato-3-sulfato 
C26H45NO9S2 289.63 4.34 0.82 ±1.01 -0.56 ±1.42 * 

† Abundancia relativa: Los datos fueron normalizados, transformación logarítmica (gLog2) y escalados con Pareto. 

TR- Tiempo de retención en minutos, Masa en Daltons, SD – Desviación estándar. 

‡
 Contraste de los grupos con valores estadísticamente significativos en el Fisher LSD post-hoc test (p ≤ 0.05). Las 

pruebas múltiples se corrigieron con FDR y se definieron como significativas con un FDR ≤ 0.1. 

* Diferencias estadísticamente significativas entre los grupos p ≤ 0.05 y FDR ≤ 0.1. 

§
 En negrilla, metabolitos identificados frente a un estándar puro autentico. 

¶ [FA methil-hidroxi-oxo(5:2/4:0)] metil 4-[2-(2-formil-vinil)-3-hidroxi-5-oxo-ciclopentil]-butanoato. 

#
 [GL metil(15:0/8:0)] 1-(14-metil-pentadecanoil)-2-(8-[3]-ladderane-octanil)-sn-glicerol. 
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El potencial de estos metabolitos para ser empleados como biomarcadores predictivos y 

pronósticos de tratamiento (tabla 6 y 7) se determinó mediante el empleo de curvas ROC. 

La alantoína, la N-acetilglutamina, la taurina y el piruvato presentaron tanto potencial 

predictivo (muestras pre-tratamiento), como pronóstico (muestras post-tratamiento) de 

respuesta terapéutica según se los valores de área bajo la curva ROC (AUC> 0,7) (Figura 

20). Los análisis de curvas ROC de los metabolitos individuales o en conjunto (alantoína, 

N-acetilglutamina, taurina y piruvato), mostraron que la taurina presentó el mayor potencial 

predictivo y pronóstico en nuestra cohorte de pacientes (pre-tratamiento: AUC = 0.75 y 

post-tratamiento: AUC = 0.82) (Figura 20). Mostrando el potencial que tienen estos 4 

metabolitos de ser empleados como biomarcadores de respuesta terapéutica en el contexto 

de la leishmaniasis cutánea. 

 

Figura 20. Biomarcadores con potencial predictivo y pronóstico de respuesta y desenlace 

terapéutico.  

Las curvas ROC representan el área bajo la curva (AUC) de la tasa de falsos positivos vs la tasa de 

verdaderos positivos. Para construir las curvas ROC se usaron los datos de todas las muestras 

(n=35) para cada metabolito, o la combinación de los cuatro metabolitos seleccionados (TODOS). 

Las curvas ROC de los metabolitos identificados en las muestras pre-tratamiento se muestran en el 

panel superior y en las muestras post-tratamiento en el panel inferior. IC: intervalo de confianza. 
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8.3.4. La alantoína potencia la muerte de L.V. panamensis mediada por el 

Glucantime®  

La alantoína y la taurina se han descrito como metabolitos que participan en la cicatrización 

de heridas y como factores protectores frente al estrés oxidativo (190–192). Con base en 

esto, exploramos la capacidad de estos metabolitos de potenciar la muerte de Leishmania 

mediada por el antimonio, con el objeto de evaluar su potencial para ser empleados en co-

terapias con el Glucantime®. Para esto, los CMSP obtenidos de pacientes con LC, se 

infectaron ex vivo con L.V. panamensis y se expusieron a una concentración de 10 mM 

taurina o alantoína, solos o en combinación con el antimonio. La exposición de los CMSP 

infectados a la taurina o la alantoína, no tuvo ningún efecto significativo en la carga 

parasitaria. De otro lado, la combinación de taurina con antimonio, tampoco diferenció la 

carga parasitaria respecto del control solo con antimonio. Sin embargo, cuando las células 

infectadas se expusieron a la alantoína en combinación con antimonio (4 μg/mL), se 

evidenció una reducción significativa de la carga parasitaria respecto del control con 

antimonio (4 μg/mL) (Figura 21), mostrando el potencial que presenta la alantoína para ser 

empleada en co-terapias con el antimonio. Sumando esto a su efecto cicatrizante reportado 

por otros autores, postula a la alantoína como una molécula con el potencial de ser 

empleada en el tratamiento de los pacientes con LC. 
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Figura 21. La alantoína potenica el efecto leishmanicidad del Sb
V
. 

Las células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de seis pacientes con LC se infectaron in 

vitro con L. V. panamensis (L.p.) durante 24h. Se adicionó taurina (10 mM) o alantoína (10 mM) 

solos o en combinación con Sb
V
 (4 μg/mL) durante 72h. La carga parasitaria se evaluó por 

luminometría. Se muestra el porcentaje de supervivencia del parásito en relación con las células 

infectadas sin droga. La significación estadística se determinó mediante la prueba t de Student.        

* p <0.05. 

8.4. Discusión 

A pesar de las altas tasas de falla terapéutica y de resistencia reportada frente a los 

antimoniales en algunas regiones del continente y del mundo, estos continúan siendo el 

tratamiento de primera línea frente a la LC. Para evitar la exposición innecesaria de los 

pacientes a estos fármacos altamente tóxicos, es indispensable contar con biomarcadores 

predictivos de respuesta al tratamiento que respalden las intervenciones terapéuticas 

permitiendo llegar a un manejo clínico personalizado. Actualmente, la respuesta terapéutica 

en pacientes con LC se evalúa a los 3-6 meses después de iniciada la terapia, dificultando el 

seguimiento del tratamiento y el manejo clínico de los pacientes que viven en entornos 

rurales dispersos. Adicionalmente, bajo estas condiciones la farmacovigilancia se hace más 

difícil, lo que limita la posibilidad de cambiar el tratamiento por uno más adecuado y evitar 

la exposición prolongada a un tratamiento que podría fallar. Por lo tanto, los biomarcadores 

predictivos de la respuesta terapéutica permitirán predecir que pacientes van a fallar antes 
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de iniciar o durante el tratamiento y ajustar la terapia, mientras los biomarcadores 

pronósticos permitirán anticipar que pacientes van a recaer una vez finalizado el 

tratamiento y después de haber presentado una cura aparente, evitando los largos periodos 

de seguimiento clínico.  

La exposición al Sb
V
 generalmente cursa con alteración de la producción de ATP, la 

inducción de estrés oxidativo y osmótico, en parte debido a la producción de especies 

reactivas de oxígeno, peroxidación lipídica y pérdida de integridad de la membrana (193–

196). En la cohorte de pacientes se evidenció un mecanismo general de respuesta frente al 

estrés generado por la droga con un aumento significativo de los metabolitos que participan 

en la defensa frente al estrés osmótico y oxidativo. Entre estos, la betaína, D-ribosa y 

xantina se encontraron elevados, y disminuida de la fosfocolina al final del tratamiento en 

los pacientes con LC. La betaína protege contra el estrés osmótico (197) y participa en el 

equilibro óxido/redox principalmente a través de la conversión de homocisteína en 

metionina (198). La menor abundancia de fosfocolina es consistente con el incremento de 

la betaína al final del tratamiento, dado que la fosofocolina es precursora de la betaína (198, 

199). La D-ribosa y la xantina son metabolitos que participan en las rutas biosintéticas de 

las purinas. Su mayor abundancia al finalizar el tratamiento podría contribuir a la 

protección contra el estrés oxidativo incrementado la producción de NADPH a través de la 

vía oxidativa de las pentosas fosfato. Por otro lado, el recambio de nucleótidos podría 

aportar más sustrato a la vía (D-ribosa) y generar más NADPH. Vale la pena mencionar, 

que el NADPH es el sustrato clave de la enzima glutatión reductasa, la cual participa en 

mantener el GSH reducido, principal defensa antioxidante de la célula (200). Estos 

resultados proporcionan evidencia de que el metaboloma de los pacientes con LC expuestos 

a Glucantime® reflejan una respuesta compensatoria frente el estrés oxidativo inducido por 

la droga. 

El mecanismo de acción de los antimoniales y la toxicidad inducida por el fármaco no se 

comprenden por completo (193, 201, 202). Se ha demostrado que la exposición a 

antimoniales conduce a la inhibición de la glicólisis y la β-oxidación de ácidos grasos, y 

esto se ha considerado parte los mecanismos antileishmaniales (63, 202). Sin embargo, aún 

se desconoce cómo estos fármacos inhiben la β-oxidación de los ácidos grasos. Nuestros 
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resultados mostraron que la L-carnitina, un facilitador del transporte de ácidos grasos de 

cadena larga a las mitocondrias para la β-oxidación (203), estaba menos abundante al final 

del tratamiento en pacientes con LC, en comparación con las muestras de pre-tratamiento. 

Concordantemente, otros compuestos intermedios como las acilcarnitinas (3-

metilglutarilcarnitina y cis-5-tetradecenoilcarnitina), asociados con la disfunción de la β-

oxidación de los ácidos grasos (203–206), aumentaron después del tratamiento con 

Glucantime®. Estos resultados sugieren que el transporte reducido de lípidos a las 

mitocondrias, por la reducción de la L-carnitina, y el aumento de otras acilcarnitinas que 

bloquean la β-oxidación, podrían contribuir a explicar las perturbaciones inducidas por el 

tratamiento en la β-oxidación. Aunque estas inferencias se derivan de observaciones de 

muestras de plasma humano y reflejan la función del hospedero, estos mismos mecanismos 

también podrían explicar el bloqueo de la β-oxidación en Leishmania; sin embargo, esto 

aún no ha sido demostrado. 

Por otro lado, los análisis univariados y multivariados enfocados en la identificación de 

biomarcadores de respuesta terapéutica en los grupos de interés (curas versus fallas), 

mostraron que la taurina, la alantoína, el piruvato y la N-acetilglutamina tienen el potencial 

de ser empleados como biomarcadores predictivos y pronósticos de desenlace en nuestra 

cohorte de pacientes. La N-acetilglutamina, la alantoína y la taurina tienen funciones claves 

en el control del estrés oxidativo, la regulación de la respuesta inflamatoria durante la 

inflamación aguda (207–210) y en la cicatrización de heridas (190–192). La alantoína, 

sustrato obtenido a partir de la degradación de las purinas, se ha usado como agente 

cicatrizante de la piel en diferentes condiciones dermatológicas (190, 211). La alantoína no 

es normalmente producida por los humanos, cuyo producto final de la degradación de las 

purinas es el ácido úrico. Sin embargo, el estrés oxidativo inducido por el Glucantime® y la 

respuesta inflamatoria pude dar lugar a la conversión del ácido úrico en alantoína. La 

mayor abundancia de taurina y alantoína encontrada en los pacientes con LC que curaron, 

junto con la evidencia de que la alantoína promueve la muerte del parásito mediada por 

antimonio, sustentan su uso en co-terapias para potenciar la muerte del parásito a la vez que 

acelera la curación de heridas por su papel en la inducción de proliferación celular (190–

192). Finalmente, estos metabolitos identificados para ser empleados como potenciales 

biomarcadores de respuesta terapéutica, también podrían contribuir a la cicatrización de las 
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lesiones de la LC, mostrando como la modulación de factores del hospedero pude favorecer 

los procesos curativos y de respuesta al tratamiento. 

Los perfiles metabólicos de los pacientes obtenidos a partir de muestras poco invasivas, 

como la recolección de suero/plasma, orina o saliva, facilita la identificación de 

biomarcadores con un alto potencial de ser empleados en la clínica. La implementación de 

la metabolómica en el estudio de las enfermedades infecciosas desatendidas apenas ha 

iniciado su camino. La mayoría de los estudios exploratorios para la identificación de 

biomarcadores diagnóstico y pronóstico en el contexto de las enfermedades desatendidas se 

han llevado en la tripanosomiasis (175, 212). Nuestros resultados destacan la participación 

de metabolitos que intervienen en la respuesta antioxidante y de cicatrización de heridas en 

la curación clínica de la LC, allanando el camino en este campo poco explorado de la 

inmunometabolómica, como herramienta para informar sobre terapias novedosas en el 

contexto de la leishmaniasis. La identificación de metabolitos como biomarcadores 

putativos de respuesta terapéutica proveen la base de referencia para validaciones 

posteriores en cohortes de pacientes más grandes. Este es un paso importante en la 

implementación de estos métodos en la clínica, los cuales se necesitan con urgencia para 

proporcionar enfoques terapéuticos personalizados en el tratamiento de la LC. 
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9. Resumen hallazgos principales 

1) Los perfiles transcriptómicos de los macrófagos primarios aislados de pacientes con 

LC que curaron y fallaron al tratamiento antimonial, mostraron in vitro una marcada 

diferencia en sus perfiles de expresión génica. En los macrófagos obtenidos de los 

pacientes que curaron se observó un perfil principalmente pro-inflamatorio y en los 

macrófagos del grupo de las fallas una respuesta principalmente de cicatrización. 

2) La inhibición de la expresión de las metolationinas a través del silenciamiento 

génico de MTF-1 promovió la supervivencia intracelular de Leishmania, sugiriendo 

la participación de estas proteínas en la muerte intracelular del parásito mediada por 

el antimonio. 

3) Los perfiles metabólicos del plasma de pacientes con LC permitieron postular 4 

metabolitos como potenciales biomarcadores de respuesta terapéutica (taurina, 

alantoína, piruvato y N-acetilglutamina). De estos, la taurina mostró el mejor 

desempeño en predecir la respuesta terapéutica. 

4) La alantoína, además de ser postulada como biomarcador de respuesta terapéutica, 

mostró un efecto potenciador de la muerte intracelular de Leishmania V. 

panamensis mediada por el antimonio en CMSP de pacientes con LC. 
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10. Discusión General  

La aplicación de las tecnologías de alto rendimiento como la transcriptómica y la 

metabolómica en diferentes enfermedades infecciosas han permitido el avance sustancial en 

la compresión de los mecanismos moleculares de los procesos infecciosos y la interacción 

hospedero-patógeno (40, 100). También se han empleado ampliamente en el 

descubrimiento de biomarcadores diagnósticos, predictivos y pronósticos de desenlaces 

clínicos y terapéuticos (213). A pesar de las grandes ventajas que ofrecen estos métodos de 

alto rendimiento existen limitantes en cuanto a la complejidad de la matriz de datos 

obtenida, las altas tasas de falsos positivos y la interpretación posterior de los datos. Esta 

matriz de datos generalmente cuenta con un bajo número de muestras, pero al mismo 

tiempo se tiene un gran número variables independientes medidas (188). En este contexto 

los métodos de validación -como ensayos en cohortes más grandes de pacientes, validación 

in-vitro de los candidatos identificados o confirmación de la hipótesis en modelos animales- 

cobran una gran importancia, permitiendo determinar con mayor certeza la utilidad de los 

marcadores seleccionados.  

Los perfiles transcriptómicos de los macrófagos primarios aislados de pacientes con 

divergente respuesta terapéutica, permitieron discriminar ambos grupos acorde a los genes 

expresados, evidenciando una respuesta pro-inflamatoria en el grupo de las curas, y una 

respuesta predominantemente anti-inflamatoria en el grupo de las fallas. Una fuerte 

respuesta pro-inflamatorio inicial, mediada para este caso por los interferones tipo I, en los 

macrófagos aislados de los pacientes que curaron, sugiere que este tipo de respuesta puede 

ser determinante para resolver la enfermedad, contrario a lo que se observa en los 

macrófagos aislados de los pacientes que fallaron donde predomina una respuesta mediada 

por TFG-β promoviendo un estado de polarización diferente en los macrófagos donde se 

favorecen los procesos regulatorios, angiogénicos y de reparación del tejido. Estos perfiles 

de activación opuestos sugieren que la respuesta inicial de los macrófagos es central en el 

desenlace del tratamiento antimonial. 

Las metalotioninas han sido descritas ampliamente por su capacidad de unir diferentes 

metales entre los que se encuentra el Sb (130). Estudios previos mostraron que tanto la 

infección por Leishmania como la exposición al Sb inducían fuertemente su expresión en 
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macrófagos. Adicionalmente, se reportó una correlación negativa entre la expresión de las 

metalotioninas y la supervivencia intracelular de Leishmania durante la exposición al Sb 

(28). De resaltar, en el perfilamiento transcriptómico realizado a los macrófagos de los 

pacientes que fallaron al tratamiento, las metalationinas fueron la única categoría que se 

encontró significativamente inhibida. Para esclarecer el rol de las MTs durante la infección 

y el tratamiento, en este estudio validamos funcionalmente su papel empleando ARNi. Los 

resultados mostraron que la represión en la inducción de las metalotionias a través del 

silenciamiento del factor de transcripción MTF-1, promovía la supervivencia intracelular 

del parásito durante la exposición in-vitro al antimonio.  El mecanismo exacto de como esto 

ocurre aún está por determinarse, pero hipotetizamos que las metalotioninas favorecen la 

acumulación intracelular de Sb y pueden ser transportadas al fagolisosoma donde reside el 

parásito promoviendo su muerte, explicando en parte, porque el bloqueo su expresión 

aumenta la supervivencia del parásito. 

Los perfiles transcriptómicos y los estudios de validación funcional ayudaron a comprender 

un poco mejor como se da esa interacción hospedero-parásito-droga, sin embargo, el 

empleo de estos perfiles transcriptómicos para predecir la respuesta terapéutica en los 

pacientes con leishmaniasis se aleja un poco de la realidad de la población que padece 

dicha enfermedad. En este orden de ideas, buscar biomarcadores más accesibles es una 

prioridad para esta población. Considerando la facilidad para acceder a una muestra de 

sangre en pacientes con LC, se empleó el estudio del metaboloma en muestras plasma para 

identificar biomarcadores de respuesta con potencial uso clínico futuro. Este perfilamiento 

metabólico permitió identificar cuatro biomarcadores con potencial de ser tanto predictores 

como pronósticos de respuesta terapéutica (alntoína, taurina, piruvato y N-acetilglutamina).  

De los metabolitos identificados como potenciales biomarcadores de respuesta terapéutica, 

se exploró in-vitro el papel de la alantoína durante la infección y la exposición a la droga, 

mostrando un efecto potenciador de la función del antimonio en la muerte intracelular del 

parásito. La alantoína cuenta con aprobación de la FDA para su uso en humanos como 

agente que promueve el proceso de curación de heridas en otras condiciones 

dermatológicas (190–192). No obstante, nunca ha sido empleada en la terapia 

antileishmanial, por lo que su impacto en el tratamiento de pacientes con LC amerita ser 

evaluado en futuros estudios.    
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Finalmente, el uso de herramientas ómicas de alto rendimiento en el estudio de 

enfermedades desatendidas como la leishmaniasis, facilitan una compresión más global de 

la enfermedad que se traduce en la identificación de nuevos blancos terapéuticos y de 

biomarcadores con potencial uso clínico en beneficio de los pacientes.   
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11.  Representación gráfica de los hallazgos principales del estudio. 

 

 

Figura 22. Mecanismos propuestos en este estudio que promueven la muerte de Leishmania a nivel 

intracelular en macrófagos humanos.  

Entre los hallazgos de este trabajo se resalta el papel de los interferones tipo I y las histonas en la 

respuesta pro-inflamatoria. El rol de las metalotioninas en la detoxificación de la droga y muerte del 

parásito. El bloqueo de la β-oxidación en la mitocondria por parte del antimonio y la generación 

estrés oxidativo y la alantoína como potenciador de la función del antimonio. Las líneas punteadas 

indican pasos intermedios no descritos en la figura. Los amastigotes con líneas punteadas 

representan amastigotes muertos. Sb
V
: antimonio pentavalente. Sb

III
: antimonio trivalente.  
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