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RESUMEN

Introduccion: la leishmaniasis es una enfermedad parasitaria causada por varias
especies del género Leishmania, protozoo parasito que no circula en Cuba de forma
autéctona. Sin embargo, se presentan casos importados. Existen tres formas
clinicas principales y diversos métodos para realizar el diagnéstico, que incluyen los
parasitologicos, serolégicos y mas recientemente, los moleculares. El tratamiento
de eleccion son los antimoniales pentavalentes, los cuales presentan inconvenientes
que han estimulado la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas.

Objetivos: resumir los resultados de trabajo obtenidos en el estudio de Leishmania
durante 20 afos y explicar las razones que motivaron la capacitacion,
entrenamiento e investigacion de esta entidad en el Instituto de Medicina Tropical
"Pedro Kouri".

Métodos: se realizé un estudio bibliométrico y se analizaron todos los resultados
de trabajo del grupo de Leishmania del Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri"
durante 20 afios. Se consultaron todas las publicaciones realizadas en el grupo y se
determinaron los resultados fundamentales en las principales lineas de
investigacion.

Resultados: se describen los aportes mas importantes en areas de investigacion
como la inmunizacién con ADN, el diagndstico molecular y la basqueda de nuevas
alternativas terapéuticas, y se remite al lector a consultar las publicaciones que
contienen los detalles de cada estudio. Se mencionan las colaboraciones principales
con centros nacionales y extranjeros. Se comentan las perspectivas futuras del
trabajo del grupo de investigacion.
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Conclusiones: el grupo ha acometido lineas de investigacion de interés y es
responsable del mayor aporte del pais en el campo de investigacion de este
parasito, en correspondencia con su mision. La continuidad de la investigacion,
contribuir a la solucién de algunos de los problemas adn no resueltos de esta
parasitosis y la aplicaciéon de los resultados obtenidos, sera un reto para los
préximos afios.

Palabras clave: Leishmania; leishmaniasis; diagnostico; alternativas terapéuticas;
IPK; Cuba.

ABSTRACT

Introduction: Leishmaniasis is a parasitic disease caused by several species of the
genus Leishmania. These protozoan parasites do not circulate autochthonously in
Cuba, but imported cases may be found. There are three main clinical forms, and
various methods are used to make the diagnosis. Among these are parasitological,
serological and more recently molecular methods. The treatment of choice is
pentavalent antimonials, though they have drawbacks which have led to the search
for new therapeutic alternatives.

Objectives: summarize the work results obtained from the study of Leishmania for
twenty years and explain the reasons fostering training, professional development
and research about this condition at Pedro Kouri Tropical Medicine Institute.
Methods: a bibliometric study was conducted and an analysis was performed of all
the results obtained by the Leishmania group at Pedro Kouri Tropical Medicine
Institute in twenty years. All the materials published by the group were consulted,
and determination was made of the fundamental results obtained in the main
research lines.

Results: a description is provided of the most important contributions in research
areas such as DNA immunization, molecular diagnosis and the search for new
therapeutic alternatives, and readers are directed to the publications containing the
details of each study. Mention is made of the main forms of cooperation with
national and foreign institutions. Comments are provided on the future perspectives
of the work of the research group.

Conclusions: the group has engaged in research lines of interest, and is
responsible for the greatest contribution to the country in the field of research
about the study parasite, in keeping with its mission. A challenge for the years to
come is to maintain the continuity of the research, contribute to the solution of
some problems still to be solved concerning this parasitic disease, and the
application of the results obtained.

Keywords: Leishmania; leishmaniasis; diagnosis; therapeutic alternatives; IPK;
Cuba.

INTRODUCCION

Leishmania es un protozoo parasito que pertenece a la familia Trypanosomatidae,
responsable de la enfermedad conocida como leishmaniasis. Segun los Gltimos
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estudios globales, esta parasitosis se distribuye en 98 paises de todos los
continentes, excepto Australia, y se reportan anualmente 2 millones de casos
nuevos de las diferentes presentaciones clinicas: leishmaniasis cutanea (LC),
mucocutanea (LMC) y visceral (LV).! La caracterizacion clinica de cada una de estas
formas se ha revisado ampliamente,? a lo que se debe afadir el reporte frecuente
de presentaciones atipicas.®# A esta variedad clinica contribuyen factores genéticos
e inmunoldgicos del hospedero y también la especie de Leishmania que parasita.>”’
Existen alrededor de 20 especies que pueden infectar al hombre, las cuales son
trasmitidas por cerca de 30 especies de pequefios insectos hematofagos de los
géneros Phlebotomus y Lutzomyia, que circulan en areas del Viejo y Nuevo Mundo,
respectivamente.

Como toda enfermedad parasitaria, la detecciéon del agente causal en las muestras
adecuadas constituye el diagnoéstico por excelencia, pero factores relacionados con
la variada sensibilidad del método y la necesidad de gran experiencia para su
identificacion, han impulsado el desarrollo de otras aproximaciones parasitoldgicas,
serolégicas y moleculares, encaminadas a incrementar la sensibilidad y
especificidad y junto a ello, la seguridad diagndstica para las diferentes variantes
clinicas.®® En ese sentido, se ha documentado ampliamente que el diagnéstico
molecular permite una maxima sensibilidad y especificidad diagndstica. Por otro
lado, el Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri" (IPK) es el centro de referencia
para las enfermedades infecciosas en Cuba, y debe disponer de las herramientas
necesarias para enfrentar el diagnéstico de las parasitosis exdticas, entre ellas las
leishmaniasis, considerando el flujo de personas provenientes de areas endémicas,
y el arribo de viajeros o cooperantes civiles que prestan servicio en otros paises. Al
desarrollo e implementacién de estos métodos, en nuestro contexto, se hara
refencia mas adelante.

El tratamiento de elecciéon de las diferentes formas de leishmaniasis lo constituyen
los antimoniales pentavalentes (Glucantime® y Pentostam®) hace mas de 60 afios.
Sin embargo, presentan limitaciones como la existencia de resistencia en muchas
cepas, la necesaria administracion parenteral y la elevada toxicidad. Otros farmacos
pueden ser utilizados como alternativas de segunda linea, como son la anfotericina
B y sus formulaciones lipidicas, la pentamidina y la miltefosina.l® No obstante, aln
se considera que los farmacos disponibles no satisfacen a la poblacion que sufre de
esta parasitosis. Es por esto que se ha motivado el estudio de nuevas alternativas
terapéuticas.

Hasta la actualidad, en Cuba no se reportan casos autdctonos de leishmaniasis,
aungue se han presentado casos importados provenientes de diferentes areas
endémicas. La transmisiéon natural ocurre a través de la picadura de insectos de los
géneros Phlebotomus (en el Viejo Mundo) y Lutzomyia (en el Nuevo Mundo). Entre
las especies de Lutzomyia presentes en el pais, cuya ecologia, biologia y
distribucion se estudié con sistematicidad en la década de los afios 80, cuando un
grupo de cientificos liderados por el doctor Israel Garcia Avila realiz6 importantes
aportes al conocimiento de estos insectos, se demostré que solo Lutzomyia orestes
tiene comportamiento antropofilico y hematofagico, caracteristicas que en teoria,
pudieran incrementar su potencialidad vectorial.1? Sin embargo, para que esta
especie pueda involucrarse como vector de Leishmania, deben estudiarse en
condiciones epidemioldgicas una serie de caracteristicas asumidas por la comunidad
internacional en los afios 90 que han sido enriquecidas con posterioridad, en la que
el insecto vector, el individuo portador del parésito y el individuo susceptible, se
relacionen en un entorno natural y no solo en condiciones artificiales de
laboratorio. 314
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Este articulo pretende resumir los resultados de trabajo obtenidos en el estudio de
Leishmania durante 20 afios y explicar las razones que motivaron la capacitacion,
entrenamiento y estudio de esta entidad en esas dos décadas. Para dar respuesta a
este objetivo se tratara de identificar las principales areas de investigacion que se
han abordado; caracterizar la evolucién de los temas prioritarios y los aportes
principales que se han podido realizar; asi como los beneficios de la poblacién
cubana y la comunidad internacional a partir del trabajo del grupo de Leishmania
del IPK.

METODOS

Se realiz6 un estudio bibliométrico que consistié en una busqueda electrénica en las
principales bases de datos disponibles, incluyendo PubMed
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), SciELO (http://www.sciELO.com) y
Science Direct (http://www.sciencedirect.com). La consulta se realizé el 30 de junio
de 2017, utilizando los términos "Leishmania AND Cuba" o "Leishmaniasis AND
Cuba" y se utilizaron todos los articulos publicados hasta la fecha sin restriccion de
lenguaje o tipo de documento. De cada uno se analizd: afio y tipo de publicacion,
idioma utilizado, titulo de la revista y topico abordado. Finalmente, se analizaron los
autores e instituciones de mayor contribucién, considerando solo el primer autor.

Por otra parte, se analiz6 el contenido de articulos, informes técnicos, reportes de
trabajo y tesis desarrolladas en el grupo de Leishmania del IPK, con la finalidad de
conocer la cuantia y calidad del aporte de las investigaciones en el contexto
particular de la institucion. Se analizaron todos los resultados y se agruparon por
tematicas los mas importantes.

RESULTADOS Y DISCUSION

ESTUDIO BIBLIOMETRICO

La busqueda inicial en Pubmed mostré 96 y 85 articulos con los términos
"Leishmania™ o "leishmaniasis”, respectivamente. Las publicaciones identificadas en
Science Direct y SciELO no resultaron diferentes a las listadas en Pubmed. Todos
los estudios obtenidos se analizaron individualmente, a excepcion de los que
aparecian repetidos. Tampoco se tomaron en cuenta los trabajos que se
correspondian con autores de apellido "Cuba". Un total de 72 reportes se referian a
trabajos realizados en nuestro pais, contaban con la participacion de autores
cubanos o hacian mencion de forma particular a Cuba.

De los articulos seleccionados, 65 (90,3 %) correspondian a estudios originales y
7 (9,7 %) a articulos de revision, publicados a partir del afio 1981, aunque los
mayores aportes aparecen en la Gltima década. Esto pudiera ser una consecuencia
del creciente interés de investigadores y médicos en este tépico, asi como de la
incorporacién de nuevas revistas a Pubmed, cuya visibilidad pudiera aumentar el
interés profesional por difundir el conocimiento. La revista mas utilizada fue la
Revista Cubana de Medicina Tropical con 10 articulos (13,9 %), seguida de otras
revistas internacionales como se presenta en la tabla. En correspondencia con las
revistas utilizadas, predominé el idioma inglés para las publicaciones, con 52
(72,2 %); mientras que en espafol solo aparecieron 13 (18,1 %). Las tematicas
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mas abordadas incluyen Farmacologia 41 (56,9 %), Diagnéstico 17 (23,6 %),
Vacunas 4 (5,6 %), Estudios Basicos 2 (3,0 %) y Vectores 2 (3 %). Las principales
investigaciones han estado dirigidas a la busqueda de nuevas alternativas
terapéuticas y el desarrollo de métodos moleculares para la deteccion e
identificacion del paréasito. En particular, se obtuvieron 41 (56,9 %) estudios in vitro
y 14 (19,4 %) en modelos animales, algunos asociados en un mismo reporte,
dirigidos fundamentalmente a la evaluacidon de nuevos productos terapéuticos o
vacunas. Los articulos relacionados con Biologia Molecular fueron 14 (19,4 %),
vinculados en algunos casos a muestras de pacientes o vectores; se encontraron

8 (11 %) estudios en humanos y 2 (2,8 %) en vectores.

Tabla. Revistas con articulos publicados sobre Leishmania o leishmaniasis y Cuba durante el
periodo 1981-junio de 2017

Revistas Mo. de articulos %
Revista Cubana de Medicina Tropical 10 13,9
Memdorias do Instituto Oswaldo Cruz & 8,3
Phytotherapy Research 4 5,6

Diagnostic Microbiology and Infectious Disease

MNatural Product Communications

Pharmaceutical Biology 3 2
Revista de Medicina Tropical de Sao Paulo

Biomédica

Biomedical Research International

Chemotherapy

Infection, Genetic and Evolution 2 2,3
Recent Patents on Anti-Infective Drug Discovery

Parasitology

Research in Complementary

Acta Tropica

American Journal of Tropical Medicine and Hygiene

Biochemical Pharmacology

Biomedicine and Pharmacology

Chemical Research in Toxicology

Chemotherapy and Biodiversity

Current Topics in Medicinal Chemistry

Drug Research

European Journal of Clinical Microbiology and Infectious Diseases

Experimental Parasitology 1 14

Fitoterapia

Immunology Cellular Biology

International Journal of Dermatology

ISRN Pharmacology

Journal of Biomedicine and Biotechnology

Molecules

Parasitology Research

Phytomedicine

Revista Peruana de Medicina Experimental y Salud Piblica

Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene
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Todo lo anterior concuerda con un estudio bibliométrico realizado a nivel global
sobre Leishmania, en el que Cuba resulté entre los 30 paises principales, de
acuerdo con el numero de articulos publicados en relacidon con la poblacién
existente.1®

Tomando en cuenta la institucién de procedencia o filiacién del primer autor, el
papel fundamental de este cimulo de publicaciones le correspondié al IPK, con 53
articulos (73,6 %0). Otras instituciones cubanas identificadas fueron la Facultad de
Quimica de la Universidad de La Habana con 3 reportes (4,2 %), el Centro Nacional
de Sanidad Agropecuaria (CENSA) y la Universidad Central "Marta Abreu" de Las
Villas con 2 cada una (2,8 %) y con 1 (1,4 %) aparecen el Centro de Bioactivos
Marinos (CEBIMAR), el Instituto de Farmacia y Alimentos (IFAL) de la Universidad
de La Habana y el Instituto Finlay. Entre las instituciones extranjeras se destaca la
Universidad Técnica de Machala, Ecuador, con 2 (2,8 %) reportes y con 1 (1,4 %)
el Centro de Biologia Molecular "Severo Ochoa" de la Universidad Auténoma de
Madrid en Espafia, la Universidad de Al Baha de Arabia Saudita, la Universidad de
Chile, la Universidad de Ciencias Médicas de Kerman en Iran, la Universidad
Nacional de Costa Rica, la Universidad de Texas en Estados Unidos de América
(EUA) y la Universidad de Veterinaria de Viena en Austria.

Los resultados de este estudio bibliométrico sobre las investigaciones relacionadas
con Leishmania en Cuba, muestran claramente el interés creciente en las
investigaciones en este campo, asi como el papel del IPK y sus especialistas en esta
tematica. Seria interesante profundizar en los reportes de otras enfermedades
exa@ticas para Cuba, asi como incrementar la colaboracién con paises endémicos.

EL GRUPO DE INVESTIGACION

A finales de los afios 90 comenzaron a darse los primeros pasos para asumir
investigaciones relativas a Leishmania en el IPK (Fig.). Muchas areas del
conocimiento de esta parasitosis permanecian sin ser abordadas y numerosos
temas de orden préctico estaban por resolver. Uno de los principales problemas
eran las dificultades asociadas con el tratamiento, por lo que la bdsqueda de
nuevas alternativas terapéuticas constituia un tema atractivo y necesario. Fue la
tematica inicial de estudio, aun cuando el grupo no habia sido creado, y se
mantiene hasta hoy, aportando el mayor nimero de datos e informacion relativa al
efecto de productos sintéticos y naturales en diferentes modelos experimentales, lo
cual abundaremos con posterioridad.

Los inicios del mantenimiento in vitro de las cepas, los primeros protocolos de
experimentacion en promastigotes y los intentos iniciales para determinar el efecto
de algunos compuestos habian comenzado antes, ¢ sentando las bases de lo que
mas tarde se nucleé como el grupo de "Leishmania”. Fue también el inicio de la
colaboracion con otras instituciones, como la Universidad Central "Marta Abreu" de
Las Villas y el Programa de Estudio y Control de Enfermedades Tropicales (PECET),
de la Universidad de Antioquia, en Colombia, para elucidar el efecto de productos
naturales obtenidos en Cuba.'”1® En paralelo, algunos investigadores se enfocaron
en estudios relativos al control de la enfermedad desde una perspectiva profilactica,
creandose definitivamente, en 1997, el grupo de trabajo que para entonces inicid
las primeras investigaciones sobre inmunizacion con ADN en nuestro ambito, un
tema que resultaba novedoso y atrayente, tanto para Leishmania como para
Trypanosoma.
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1997 1999 2000 2003 2017
IGenntecas e inmunizacion con ADNI

Construccion de genotecas de Leishmania v Trypanosoma
Socreening de clones

Clonaje y expresidn

Retos e inmunizaciones

Seguimientos en modelos animales

" Diagndstico molecular ¥ genotipificacidn

-

Transferencia de tecnologia

Produccidn de antigenos para DAT

Desarrollo de nuevos protoclos moleculares PCR, RFLP
Desarrollo de algoritros de identificacidn de especies
Evaluacidn de métodos de identificacidn v tipificacian
Implementacidn en el IPK y otros laboratarios

: Busqueda de nuevas alternativas terapéuticas

Mantenimiento i vitro de parasitos

Efecto de productos sobre promastigotes y amastigotes

Estudios de tozicidad en macrafagos

Carga parasitaria

Estudios /m vivo en modelos murinos

Estudio de efecto combinado de productos e inmunomoduladores
Estudios de posibles mecanismos de accidn

Accidn sobre la mitocondria

Fig. Resultados mas importantes obtenidos por el grupo de Leishmania del IPK,
en relacidn con las principales tematicas de investigacidn, durante 20 afios,

INMUNIZACION CON ADN

Esta linea inicial se mantuvo, aun con altibajos, hasta el afio 2006 (Fig.). Con la
colaboracion del Instituto Finlay de Sueros y Vacunas (La Habana, Cuba), se
construyeron y evaluaron las primeras genotecas de expresion de Leishmania
amazonensis y Trypanosoma cruzi *°2° con las cuales se realizaron otros estudios:
se determind la respuesta inmune humoral y celular especificas, asi como la
autoinmunidad en ratones inmunizados con la genoteca de T. cruzi.?*?? Estudios
posteriores de inmunizacion con el ADN obtenido de estas genotecas y reto,
demostraron el control del crecimiento de las lesiones o el curso de la enfermedad,
respectivamente.?3-26 Mas adelante, el Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa
de la Universidad Auténoma de Madrid, Espafia, acompari6é varias tareas, como la
obtencién de una nueva genoteca, el tamizaje de clones, la inmunizacion y reto en
modelo murino,?” y el clonaje de una nueva proteina en Leishmania (HSP20).%8 Esta
proteina se ensay6 como vacuna de ADN en modelo experimental y no se demostro
capacidad protectora contra el reto. Sin embargo, su forma recombinante se utilizé
en un formato serolégico ELISA para diagnéstico de la LV, lo que demostré su
utilidad en la deteccidon de anticuerpos en sueros de perros con LV canina, con
mayor eficacia que en el suero de personas con la misma condicion.?®

DIAGNOSTICO SEROLOGICO, MOLECULAR Y GENOTIPIFICACION

Con el fin de disponer de métodos para el diagnéstico certero de las distintas
formas de presentacion de leishmaniasis, y de adoptar la tecnologia molecular en
las condiciones de nuestro laboratorio, se inici6 en 2003 un acercamiento cientifico

.
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que derivo en larga y fructifera colaboracion con el Instituto de Medicina Tropical de
Amberes (IMT-A), Bélgica. La obtencién del antigeno necesario para la realizacion
del ensayo de aglutinacion directa (DAT, siglas en inglés) y la puesta a punto del
procedimiento mismo, util para el diagndstico serolégico de la LV, constituyeron las
primeras tareas, junto a la formacioén de capacidades para el diagndstico molecular.
En paralelo, comenzd la transferencia de la tecnologia de PCR convencional y RAPD
para la deteccién y genotipificacion de Leishmania, la optimizacién y uso de
diversos protocolos ya descritos en la literatura, aun basicamente aplicadas a
estudios en cepas de referencia, para lo cual se utilizaron varios marcadores
genéticos, y comenzaron los principales reportes que mostraban las capacidades
adquiridas.3°-32 Mas adelante, se profundizo en el estudio del gen hsp70, que
codifica una proteina de choque térmico del parasito, tomando como base un
reporte crucial de la literatura sobre su aplicabilidad en el diagndstico.33

Se obtuvieron y describieron por nuestro grupo 36 nuevas secuencias nucleotidicas
en Leishmania, que se correspondieron con las principales especies, lo que
paralelamente permitié realizar inferencias filogenéticas importantes,®* que han
constituido un referente en todos los estudios posteriores de este tipo para este
paréasito. El polimorfismo genético que se identifico en estas secuencias y un
cuidadoso andlisis de las mismas, sirvié de base ademas para proponer un nuevo
algoritmo de PCR seguido del analisis de la talla de los fragmentos de restriccion
(PCR-RFLP), que permitio identificar las 16 especies de Leishmania de mayor
importancia médica del Nuevo y el Viejo Mundo, tanto en cepas de referencia, como
en muestras clinicas, a partir de un solo producto de PCR; aporte que marcaba el
inicio de la atencidn sobre este gen y sus potencialidades en el diagnéstico, en
otros escenarios.35-37 Estas aproximaciones, ademas, aportaron informaciéon
novedosa y trascendente para la identificacion de estos parasitos en contextos muy
diversos, ofrecieron elementos que permitieron especular sobre una revision de la
taxonomia de Leishmania y sus implicaciones practicas, en las condiciones clinicas y
también para la investigacion.®® Sin embargo, evaluaciones preliminares del nuevo
algoritmo de PCR-RFLP/hsp70, realizadas en nuestros laboratorios, al tiempo que
reafirmaban la posible aplicabilidad de la propuesta, alertaron sobre la necesidad de
procurar una mayor sensibilidad y especificidad diagnéstica, puesto que la reaccion
de amplificacién de ese fragmento del gen hsp70, originalmente reportado por
Garcia y colaboradores (2004)3 posee una talla considerable (1422pb), también
amplifica para Trypanosoma cruzi, lo que conspiraba con la necesidad de disponer
de una herramienta sensible, especifica y de utilidad practica.

En la etapa siguiente, el grupo se enfocé en la utilizacién de toda la informacion
precedente como base de nuevos disefios, que cumplieran las expectativas
necesarias para nuestro trabajo, y que pudieran ser igualmente Utiles para otros
laboratorios de paises donde la leishmaniasis esta presente. Se disefiaron a ese fin
tres nuevas variantes de PCR, que amplifican tres fragmentos de menor talla del
mismo gen hsp70, contenidos dentro del segmento anteriormente amplificado y
secuenciado. Este acercamiento permitié utilizar algunos de los sitios polimérficos
previamente identificados, que se correspondian con sitios de corte de enzimas de
restriccidn, asi como otros nuevos, de forma que se establecieron tres nuevos
algoritmos de restriccion enzimatica, correspondientes a cada fragmento (PCR-F,
PCR-N, PCR-C) los cuales brindan distintas alternativas para la identificacion, tanto
de especies del Nuevo, como del Viejo Mundo,3°4%y demostraron ser mas sensibles
y especificos que el protocolo precedente.

La evaluacion de las "nuevas variantes", dirigida a comprobar su aplicabilidad para
la deteccion y la identificacion (tipificacion) de las especies, en relacion con la zona
geografica, constituy6 un paso vital con miras a la futura implementacién de los
procedimientos que se proponian (Fig.). A este fin, se involucraron en nuestras
investigaciones colaboradores de areas endémicas, ya fuera facilitando muestras
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clinicas diversas, protocolos establecidos en sus laboratorios como métodos de
referencia, ayuda técnica cuando fue necesario, y algunos compartieron con
nuestro colectivo la interpretacion y andlisis de los resultados obtenidos en relacion
con sus casos. En este propdsito, resultoé vital la participacion directa del Instituto
de Medicina Tropical Alejandro Von Humboldt, de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia, Per(; la Universidad de San Simoén, Cochabamba, Bolivia; nuevamente el
PECET, Universidad de Antioquia; asi como otros centros de Sudan, Israel, Italiay
Tunez, que junto al IMT-A facilitaron las evaluaciones correspondientes a los
protocolos aplicables a paises del Viejo Mundo. Fue asi que se determinaron las
variantes mas sensibles para la deteccién, las mas eficientes para la tipificacion, se
realizaron comparaciones en relacidon con el tipo de muestra evaluada, entre
protocolos aplicables a un mismo fin y otros aspectos utiles para el diagnéstico y la
investigacion, en correspondencia con el pais o el area geografica estudiada; lo que
permitié proponer a la comunidad internacional el uso de estas herramientas
moleculares (PCR-RFLP), que pueden aplicarse y adaptarse a contextos diferentes
donde circulan diversas especies de Leishmania.*143

De otra parte, también se profundiz6 en el estudio de una pequefa proteina de
choque térmico de 20kDa, previamente descrita y clonada por el grupo de
investigacion, cuya utilidad para el diagndstico serolégico de la leishmaniasis,
utilizdndola de manera recombinante, habia sido demostrada, como se menciond
con anterioridad.?® Estos antecedentes permitieron retomar el analisis evolutivo de
las especies a partir de la obtencidn y analisis de 39 secuencias nucleotidicas de 16
especies diferentes del parasito, y se demostré que este es un marcador molecular
adecuado en estudios de tipificacion, cuyas caracteristicas podrian hacerlo un gen
atractivo para el diagnéstico.** Fue entonces que se disefié y desarrollé un nuevo
protocolo de PCR-hsp20 convencional, para el diagndstico de género en Leishmania.

Esta nueva propuesta posee una sensibilidad que, si bien no alcanza las cifras
reportadas para los blancos genéticos multicopias*>#¢ tampoco es despreciable
(86%0) y tiene la ventaja de permitir la discriminacion de especies mediante la
secuenciacion, tomando en cuenta el caracter polimoérfico del fragmento que se
amplifica, en caso deseado o posible si las condiciones técnicas estuvieran
disponibles.#” El conjunto de estos nuevos resultados estimularon la preparacion de
un trabajo que compild la informacién disponible sobre estas chaperonas
moleculares presentes en Leishmania y su papel en los procesos fisiolégicos
celulares, ligados o no, al estrés celular,*® lo que pudiera ser de utilidad en un
futuro, en otros estudios con relacion a este parasito o la enfermedad que causa.

De considerable importancia, y fin lI6gico de algunas investigaciones es la
implementacién, o sea, la posibilidad de disponer en los laboratorios de las
herramientas desarrolladas, con la certeza cientifica de su utilidad y aplicabilidad.
En tal sentido, se fueron creando de manera paulatina las condiciones para poner a
la disposicion de los médicos de asistencia estas herramientas en la medida que se
fueron evaluando. En 2012, se propuso un algoritmo para el proceso diagnoéstico de
todo caso son sospecha de leishmaniasis, y que contiene los métodos
parasitolégicos y moleculares previamente desarrollados en el laboratorio de
Leishmania, asi como procederes que realizan otros grupos del IPK.%° Esto permitio
enfrentar de manera mas amplia el diagndéstico de posibles casos sospechosos,
combinando todas las herramientas disponibles.®%5! De forma paralela, nuevas
evaluaciones han continuado,®? lo cual ha ofrecido informacién para su aplicaciéon en
distintos laboratorios, entre ellos el del IPK, donde un andlisis retrospectivo de
todos los casos de interés diagnostico recibidos durante 10 afios en nuestro
laboratorio, mostro la positividad en cinco de ellos, todos provenientes de paises
del Nuevo Mundo.®® De igual forma, en laboratorios de Peru, Bolivia y Colombia
también se implementaron algunos de estos algoritmos, con fines diagnoésticos e
investigativos.
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ALTERNATIVAS TERAPEUTICAS

La busqueda de nuevas alternativas terapéuticas contra la leishmaniasis ha sido
una linea de investigacion que empez6 a desarrollarse desde la fundacién del grupo
en 1997. En un principio se estandarizaron algunos métodos in vitro frente a
protozoos de Leishmania spp. cuantificAndolos por conteo en cAmara de Neubauer o
mediante la actividad de la fosfatasa alcalina.® En este periodo, se realizaron
ensayos preliminares con la evaluacion de algunos productos obtenidos por sintesis
quimica como la clofazimina® y los derivados del nitrovinilfurano.>* La linea inicial
de trabajo se reforzé6 considerablemente a partir del afio 2000, con la incorporacion
de una investigadora Licenciada en Ciencias Farmacéuticas que se encargo de
impulsarla. A partir de este momento, se han evidenciado tres etapas en la
busqueda de nuevas alternativas terapéuticas contra Leishmania: estandarizacion,
evaluacion y desarrollo.

En la primera, se trabajo en la estandarizacion de diferentes métodos in vitro e in
vivo que permitieran una mejor evaluacion de las potencialidades de nuevos
productos de manera integral, abarcando diferentes estudios relacionados con la
efectividad, pero que también incluyeran los criterios de seleccién acorde con la
toxicidad de los productos de manera preliminar. Entre las metodologias in vitro se
incluye la determinaciéon de la concentraciéon inhibitoria media (Clso) frente a
promastigotes y amastigotes intracelulares en macréfagos peritoneales de ratones
BALB/c; asi como la concentracion citotoxica media (CCso) frente a macréfagos
peritoneales de ratdon BALB/c sin infectar. A partir de estos datos se puede entonces
calcular el indice de selectividad (IS), que no es mas que la division de la
citotoxicidad por la actividad ya sea en promastigotes o amastigotes (CCso / Clso).
Estos métodos fueron aplicados a varias especies de Leishmania, aunque la mas
trabajada por sus caracteristicas de crecimiento in vitro, capacidad de infeccién y
virulencia fue L. amazonensis, la cual fue utilizada también para realizar la
reproduccion de la LC experimental en ratones BALB/c.

Una segunda etapa fue dirigida a la evaluaciéon de una amplia gama de productos,
incluyendo compuestos obtenidos por via sintética, extractos y principios activos de
diferentes fuentes naturales e incluso formulaciones destinadas a otras terapias.
Hasta la actualidad, se han evaluado mas de 1 000 productos, de ellos 186
compuestos organicos, 1 080 productos naturales y 16 formulaciones. Entre los
productos sintéticos se destaco la colaboracion con el Centro de Bioactivos
Quimicos de la Universidad Central de Las Villas con los derivados del
nitroviunilfurano,>*>% primeros productos que se evaluaron tanto en los modelos in
vitro como in vivo. Posteriormente, se evaluaron derivados de la tiadiazina,>¢-58 del
acido cinamico®® y del cromanol ¢° en colaboracién con la Facultad de Quimica de la
Universidad de La Habana, el Centro de Quimica Farmacéutica (CQF), de La
Habana, y la Universidad de Veterinaria de Viena en Austria, respectivamente. Esta
ultima constituy6 la primera colaboracion internacional de mayor importancia a
partir del afio 2007. No obstante, los mejores resultados se han obtenido con
compuestos puros aislados de fuentes naturales como dos benzofenonas: la
nemorosona y la gutiferona A,%* compuestos fenélicos comunes de plantas®? y
compuestos puros presentes en las plantas Pluchea carolinensis (Jacq.) G. Don
(Montrieux et al. 2014), Chenopodium ambrosioides L.%3%4 y en el hongo Trametes
versicolor Bres. Rivarden.®® Estos trabajos han sido realizados en colaboracion con
la Universidad Técnica de Machala de Ecuador, la Universidad Federal de Rio de
Janeiro de Brasil, la Universidad de Amberes de Bélgica y la Facultad de Quimica de
la Universidad de La Habana, respectivamente.
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Los productos de diversas fuentes naturales han sido los mas explorados. Las
primeras muestras evaluadas fueron aceites esenciales, en colaboracién con el
Instituto de Farmacia y Alimentos (IFAL) de la Universidad de La Habana desde el
afio 2000 y posteriormente con la Universidad de Hunstville de Estados Unidos de
Ameérica desde el 2007. En particular, consideramos que en esta linea hemos
obtenido los resultados mas alentadores, incluyendo el aceite esencial de Artemisia
absinthium L.,%® Bixa orellana L.,%” Bursera graveolens Triana & Planch,®® C.
ambroisoides,®87° Piper auritum Kunt,”® P. carolinensis,’? entre otros estudios
publicados.” En segundo lugar, se ha realizado un amplio trabajo de evaluacién de
diferentes plantas cubanas, en colaboracién principalmente con el IFAL y otras
instituciones como el Centro de Investigaciones Biotecnolégicas del Ecuador
(ESPOL-CIBE), el Instituto de Ecologia y Sistematica de Cuba, el Laboratorio de
Biodiversidad de la Universidad Estatal Paulista Julio de Mesquita Filho de S&o Paulo
en Brasil, la Universidad de Al Baha de Arabia Saudita y la Universidad de
Querétaro, México. En paralelo, hemos contado con el apoyo de la Estacion
Experimental "Juan Tomas Roig", el Jardin Botanico Nacional de La Habana y las
Fincas "La Quiruvina" y "Finca Mufioz" en la identificacion y colecta de las plantas,
respectivamente. Con este trabajo hemos podido demostrar las potencialidades de
diferentes plantas cubanas como son: Bambusa vulgaris Schrad. Ex J. C.Wendl,”*
Bidens pilosa L.,”® B. orellana,’® Calophyllum antillanum Bisse,”” Hura crepitans L.
,’* P. carolinensis,’® Punica granatum L.,”®> Simarouba glauca DC.,”* asi como de
otras latitudes entre las que podemos mencionar: Achillea biebersteinii Afan. de
Arabia Saudita,’® Ruyschia phylladenia Sandwith de Costa Rica,’® Sassafras albidum
(Nutt.) Nees de EUA,8° Vernonanthura patents (Kunth)H.Rob.'s de Ecuador®! entre
otras colectadas en diferentes bosques tropicales.®? Adicionalmente, un amplio
trabajo se desarrollé con extractos de plantas de la familia Solanaceae, en el que se
evaluaron 46 especies y 226 extractos, siendo las especies del género Solanum las
mas activas y selectivas.®3

También se han evaluado extractos de otras fuentes naturales como son bacterias,
hongos®* algas e invertebrados marinos®® y propdéleos,® en colaboracién con el
Acuario Nacional de Cuba, el Centro de Bioproductos Marinos (CEBIMAR), la
Facultad de Biologia y el IFAL de la Universidad de La Habana y la Universidad de
Oriente de Santiago de Cuba.

La evaluaciéon de formulaciones se inicié como servicio al Centro para el Control
Estatal de Medicamentos, Equipos y Dispositivos Médicos (CECMED) de Cuba, en
aras de comprobar las propiedades farmacoldgicas de productos a importar a
nuestro pais. En otros casos, se ha trabajado en demostrar una nueva propiedad
farmacoldgica a formulaciones ya existentes, como es el caso del Surfacen®®” y la
solucion CM-95 tratada magnéticamente, en colaboracion con el Centro Nacional de
Sanidad Agropecuaria (CENSA) de Mayabeque y el Centro de Electromagnetismo
Aplicado (CNEA) de Santiago de Cuba, respectivamente. No obstante, nuestro
mayor interés ha estado encaminado al desarrollo de formulaciones disefiadas con
los productos evaluados que han mostrado resultados promisorios, lo cual
constituye uno de los avances de la tercera etapa de la linea de investigacion. En
este sentido se han disefiado fitoformulaciones con extractos de plantas del género
Solanum?®® y nanoparticulas basadas en cocleatos de los aceites esenciales,?® ambos
en colaboracién con el IFAL.

En esta tercera etapa, los estudios también se han extendido a obtener mas datos
desde el punto de vista farmacolégico, fundamentalmente sobre el mecanismo de
accion. Entre los ensayos podemos destacar: la reversibilidad del efecto de un
producto sobre el crecimiento de promastigotes tratados, la capacidad infectiva de
promastigotes tratados y la inhibicién de la funcién mitocondrial. Esta dltima ha
sido blanco de diferentes estudios en los que se ha demostrado la accién de
productos, como derivados del cromanol,®® la nemorosona,®® el xantohumol®! y el
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aceite esencial de C. ambrosioides y sus componentes puros,®® sobre el potencial de
membrana mitocondrial o actividad entre los complejos I-111 y I1-111, lo cual se
realizé en colaboracion con la Universidad de Veterinaria de Viena. Recientemente,
también se han realizado estudios sobre los mecanismos inmunolégicos que
pudieran contribuir al control de la infeccién, al estudiar el porientaje de fagocitosis
de macrdéfagos tratados, asi como la produccion de 6xido nitrico y citoquinas in
vitro e in vivo. Estos estudios se han llevado a cabo fundamentalmente con los
laboratorios del Grupo Empresarial LABIOFAM, de Cuba. El conjunto de resultados
mas importantes en relacion a cada linea de investigacion, obtenidos por el grupo
de trabajo durante los 20 afios, se resume en la figura.

CONSIDERACIONES FINALES

De forma general, se evidencian los aportes cientificos de investigadores cubanos,
en lo particular del grupo de trabajo creado en el IPK hace 20 afios, como producto
de la dedicaciéon y constancia de sus investigadores, técnicos y colaboradores
nacionales y extranjeros. Los temas abordados se corresponden a problemas no
resueltos de Leishmania y la enfermedad que causa. La continuidad de este
quehacer investigativo y la aplicabilidad de los resultados, deberéa constituir una
prioridad hacia el futuro, en tanto es recomendable mantener la actualizacion
cientifica, la colaboracién multidisciplinaria con areas endémicas de esta parasitosis,
asi como la capacitacidon y cooperacion con los profesionales cubanos.
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