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RESUMEN

La leishmaniasis es una enfermedad de transmisién vectorial producida por parésitos del género
Leishmania. Esta enfermedad presenta tres manifestaciones clinicas: Leishmaniasis cutanea (LC),
Leishmaniasis mucosa (LM) y Leishmaniasis visceral. LC se caracteriza por la aparicion de papulas
y Ulceras en la piel, mientras LM estd dada por la aparicién de Ulceras en la cavidad oral o
nasofaringea; LM suele estar antecedida por LC, por lo que algunos autores consideran la LM como
una progresion o complicacion de la enfermedad. Si bien las razones por las cuales se produce LM
aun no son del todo claras, se ha evidenciado que la presencia de Leishmania RNA Virus 1 (LRV1)
en la cepa infectante de Leishmania se asocia con el desarrollo de LM, se ha planteado que el
reconocimiento de LRV1 por el receptor de reconocimiento de patrones (PRR) endosomal Toll-like
receptor 3 (TLR3) induce la activacion de una respuesta inmune antiviral que favorece la
persistencia y diseminacion del parasito en el hospedero. EI gen que codifica para TLR3 presenta
varios polimorfismos de Unico nucleétido (SNPs) que se han visto asociados a resistencia o
susceptibilidad frente a diversas infecciones virales. La presente investigacion evalu6 si los SNPs de
TLR3 en poblacién colombiana se asocian con el desarrollo de LM, ya sea en contexto de infeccion
simple por Leishmania spp. o en coinfeccién Leishmania spp. — LRV1. Se efectué un estudio
retrospectivo de casos y controles, en donde se genotipificaron los exones 2, 3y 4 del gen TLR3. Se
analizé la presencia de polimorfismos en este grupo de exones en una poblacion colombiana
compuesta por 60 controles (muestras de pacientes diagnosticados con LC y sin complicacion
mucosa) y 27 casos (muestras de pacientes diagnosticados con LM) y mediante comparacion de las
frecuencias alélicas y genotipicas en cada grupo se evalud la potencial asociacion entre los SNPs y
el desenlace clinico de la enfermedad. Adicionalmente, se evaluaron otras variables que pudiesen
asociarse con el desarrollo de LM como lo son: sexo, edad, tratamiento, entre otras, y se evalué la
estructura génica de TLR3 en la poblacion colombiana; para esta Ultima, se contrastd con la
estructura génica de otras poblaciones a nivel mundial como poblacion europea, asiatica y africana,
ademas de analizar su comportamiento en un contexto local, al contrastar los resultados obtenidos
con poblacion latinoamericana. Se observaron cuatro polimorfismos en la muestra de estudio, un
SNP en el exon 2 del gen, en la region codificante para 5’UTR (rs3775296), y tres SNPs en el exon
4: dos mutaciones sindnimas (rs764010322 y rs3775290) y una mutacion no sinénima (rs3775291)
gue induce la variacion L412F en la proteina. No se encontrd ninguna asociacion entre estos cuatro
SNPs vy el desarrollo de LM al evaluarlo en contexto de infeccidn simple ni en coinfeccion. Tras

analizar la estructura poblacional de la muestra colombiana aqui estudiada, se encontré que el
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comportamiento de rs3775296, en el exdn 2, y rs3775291, en el exén 4, es muy similar a lo
reportado en otras poblaciones a nivel mundial (p>0,05). Por el contrario, la distribucién de
frecuencias de los polimorfismos rs764010322 y rs3775291 del ex6n 4, si evidenci6 diferencias
significativas frente a otras poblaciones (p<0,001). Estas diferencias estan dadas porque, para la
variacion rs764010322, se evidencié una mayor frecuencia de aparicion de esta variacion en la
muestra de estudio que en otras poblaciones a nivel global y para rs3775291, se present6 la ausencia
de uno de los tres alelos posibles que se han reportado para esta variacion. Finalmente, se analizaron
otras variables que pudieran estar asociadas con el desarrollo de la LM y se ratifico la asociacion

entre estd y la presencia de LRV1+ y con la variable tratamiento para LC.

Palabras clave: Leishmania, LRV1, TLR3, Leishmaniasis mucosa, Leishmaniasis cutanea,
Polimorfismo de nucledtido Unico, rs3775296, rs764010322, rs3775291, rs3775290, Colombia.



Identification and association of Toll-Like Receptor 3
polymorphisms with the development of mucosal Leishmaniasis
against the coinfection Leishmania spp. - Leishmania RNA Virus 1

ABSTRACT

Leishmaniasis is a vector-borne disease produced by Leishmania parasites with three main clinical
forms of the disease, cutaneous (CL), mucosal (ML), and visceral Leishmaniasis. CL causes skin
lesions, papules, and ulcers, while ML causes ulcerative lesions on nasal and oropharyngeal
mucosa. Usually, ML is preceded by CL, and some authors refer to it as a metastatic progression of
the disease. The causes of ML remain unknown, although the presence of Leishmania RNA virus 1
(LRV1) in the parasite has been associated with the development of ML. Indeed, it has been
suggested that the recognition of LRV1 by the endosomal pattern recognition receptor (PRR) TLR3
induces an antiviral response that allows the parasite’s persistence and dissemination in the host.
TLR3 gene has several single nucleotide polymorphisms (SNPs) associated with resistance or
susceptibility to viral infectious diseases. This work evaluated whether TLR3 SNPs are associated
with ML development in infection produced by Leishmania spp. or Leishmania spp-LRV1 co-
infection. The study was designed as a case-control study and TLR3 exons 2, 3, and 4 were
genotyped. The presence of SNPs on TLR3 was analyzed in a Colombian population of 60 controls
(CL diagnosed patients without mucosal compromise) and 27 cases (ML diagnosed patients) and
the potential association between the SNPs and the clinical outcome were evaluated by comparing
the allelic and genotypic frequencies for those SNPs. Other variables that could be associated with
ML were also evaluated: sex, age, and treatment, among others; the genetic structure of TLR3 in the
Colombian population in the context of other populations genotypes and haplotypes such as
European, African, Asian, and Latin-American. Four SNPs were found between the studied sample:
one exon 2, in the 5’UTR region (rs3775296), and three on exon 4 [two synonym mutations
(rs764010322 y rs3775290) and one non-synonym mutation (rs3775291) that produced the L412F
change in the protein]. There was no association observed between the found SNPs and the
development of ML. The genetic population structure shows that rs3775296, on exon 2, and
rs3775291, on exon 4, had a similar frequency to the world populations analyzed (p>0,05) while
rs764010322 and rs3775291 had a significantly different frequency to world populations (p<0,001).
Those differences are due to a higher frequency of rs764010322 variation and to the absence of one
of the three possible alleles reported to rs3775291 into the studied population. Finally, other
Xl



variables associated with the clinical development of the disease were analyzed and the association
between LRV1presence and ML development was confirmed as the potential association between
absent or incomplete treatment for CL event and ML appearance.

Key words: Leishmania, LRV1, TLR3, Mucosal leishmaniasis, Cutaneous leishmaniasis, Single
nucleotide polymorphism, rs3775296, rs764010322, rs3775291, rs3775290, Colombia.
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1 INTRODUCCION

La presente investigacion es un estudio de asociacion genética enfocado a la investigacion de
inmunopolimorfismos que puedan relacionarse con el desarrollo de LM. La Leishmaniasis, es una
enfermedad tropical desatendida presente en cerca de 90 paises a lo largo de la region tropical y sub
tropical (Centers for disease control and prevention (CDC), 2020), es una enfermedad parasitaria
trasmitida por vector y se estima que anualmente se reportan entre 700.000 y 1.2 millones casos
nuevos alrededor del mundo. En América, la epidemiologia de la enfermedad no es tarea sencilla
debido a la gran diversidad de reservorios, vectores y especies de Leishmania circundantes;
adicionalmente, se ha establecido, como factores de riesgo asociados a una mayor incidencia de la
infeccion: las malas condiciones socioecondmicas, malnutricion, alteraciones medioambientales y
cambio climatico; condiciones presentes de manera cotidiana en el neotrépico. En América, las
presentaciones clinicas mayoritarias de la Leishmaniasis son aquellas de tipo tegumentario (WHO,
2020). Se presenta principalmente LC, pero eventualmente puede complicarse y desarrollar una
LM, la cual conlleva a la destruccion de membranas mucosas en las cavidades nasal y/u oral y
favorece en gran medida la aparicion de infecciones secundarias que pueden ser altamente
perjudiciales para quien las padece (David & Craft, 2009). Diversos estudios asociados a su
epidemiologia y manifestaciones clinicas se han efectuado; sin embargo, los mecanismos

moleculares que conllevan a su desarrollo no se conocen plenamente.

Este estudio hace parte del proyecto marco titulado: "Determinacion de la asociaciéon entre la
presencia de Leishmaniavirus 1 (LRV-1) y el desarrollo de leishmaniasis mucosa en Colombia”,
financiado por Colciencias, el cual tiene como objetivo evaluar la asociacién de LRV-1 con el
desarrollo de LM y determinar si éste puede actuar como factor de pronostico del desarrollo de la
enfermedad. La presente investigacion aporta informacion relevante para el conocimiento de la
génesis de la LM en la medida en la que evalla si caracteristicas genéticas del individuo pueden
estar asociadas, de igual forma, con el desarrollo clinico de la enfermedad. En este trabajo se
analiza la posible asociacién de inmunopolimorfismos en el receptor TLR3, el cual se ha visto
asociado al reconocimiento de LRV-1 en contexto de infeccion por Leishmania y que,
adicionalmente, se ha implicado como agente asociado al desarrollo de LM. Para ello se efectu6 un
estudio retrospectivo de casos y controles, en el cual se parti6 de una muestra de 96 pacientes
colombianos, 28 diagnosticados con LM y 68 diagnosticados con LC, cuyas muestras se

encontraban depositadas el biobanco del Centro dermatolégico Federico Lleras Acosta. Se efectud
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la genotipificacion del gen codificante para TLR3 en dichas muestras, a partir de la amplificacion
de la region exdnica del gen y su posterior secuenciacion mediante electroforesis en capilar, y se
evalud la asociacion de los SNPs encontrados con el desarrollo de la enfermedad. Ese trabajo es
pionero en el estudio de TLR3 en poblacion colombiana, siendo el segundo en reportar datos de
frecuencias alélicas y genotipicas de éste; por lo que ademas de la evaluacion de la asociacion entre
los SNPs reportados y el desarrollo de LM, se efectuaron también analisis poblacionales que
aportan al entendimiento de la estructura genética de dicho gen de la poblacién colombiana.
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2 PROBLEMA DE INVESTIGACION

La Leishmaniasis es una enfermedad, causada por parésitos del género Leishmania, que presenta
diferentes manifestaciones clinicas. En Colombia, las principales manifestaciones clinicas de esta
enfermedad son la LC y la LM que, para 2019, reportaron 5015 casos y 65 casos, respectivamente
(Agudelo Chivata, 2019b, 2019a). La LC se caracteriza por la aparicion de lesiones cuténeas,
principalmente papulas indoloras en la piel, que pueden evolucionar y transformarse en Ulceras, las
cuales favorecen la aparicion de infecciones secundarias (Bailey & Lockwood, 2007). En algunos
casos, la LC puede complicarse desarrollando una LM. Por otro lado, las lesiones que se presentan
en la LM suelen ser principalmente Ulceras en la cavidad oral y/o nasofaringea, que pueden
evolucionar en edemas nasales y gingivales, perforacion del septum nasal y periodontitis. Estas
lesiones mucosas pueden producir desfiguracion y obstruccion de vias aéreas y favorecen, en mayor

medida que la LC, la aparicion de infecciones secundarias (David & Craft, 2009).

El mecanismo por el cual se desarrolla la LM no esta plenamente dilucidado. No obstante, algunos
estudios han relacionado la aparicion de esta manifestacion clinica con la presencia de Leishmania
RNA Virus 1 (LRV1) en el parasito infectante. LRV1 es un virus perteneciente a la familia
Totiviridae, cuyo genoma esta compuesto por un RNA de doble cadena (dsRNA) que se encuentra
rodeado por una cépside proteica de aproximadamente 40nm de diametro y que se ubica en el

citoplasma parasitario (de Souza et al., 2014; S. Scheffter et al., 1994).

En modelos animales se ha evidenciado una asociacién entre la capacidad diseminadora y
productora de lesiones secundarias de la cepa infectante Leishmania y la presencia de LRV1 en el
parasito (lves et al.,, 2011) y que la presencia de dicho virus puede inducir una respuesta
inflamatoria exacerbada similar a la que se evidencia en la LM (Kariyawasam et al., 2017). Esto ha
llevado a la formulacién de estudios cuya intencion es dilucidar el mecanismo mediante el cual

LRV1 puede promover la complicacion de la LC y la posible aparicién de una LM en pacientes.

Evaluando los mecanismos inmunoldgicos asociados a la coinfeccion Leishmania-LRV1 en modelo
murino, se evidencio que la respuesta era dependiente del Toll-like receptor 3 (TLR3), el cual es un
receptor endosomal de reconocimiento de RNA bicatenario (Eren et al., 2016; Ives et al., 2011).
Dicho receptor activa una cascada de sefializacion asociada al adaptador TRIF, quien activa
diversos factores de trascripcion como AP-1 y NF-kB, factores de trascripcion de citoquinas

proinflamatorias, pero principalmente a IRF-3, que induce la trascripcién de interferones (IFN) de
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tipo | (Kawai & Akira, 2007), lo cual favorece la persistencia de la infeccion por Leishmania y la
aparicion de lesiones secundarias (Rossi et al., 2017).

Esta respuesta anti viral, mediada por IFNs tipo |, también puede generarse ante la coinfeccion con
otros virus exdégenos (Rossi et al., 2017), por lo que la complicacidn de la infeccion por Leishmania
spp, podria estar dada por la respuesta antiviral generada por el hospedero, mas que por la identidad
del virus infectante. Un estudio de casos y controles, previamente desarrollado en nuestro grupo de
investigacion, evidenci6 una asociacion estadisticamente significativa entre la presencia de LRV1 y
el desarrollo de una LM. Se evidencio un OR de 6,32 (1C95%1.248 — 27.00), lo que se puede
interpretar como un riesgo 6,32 veces mayor de desarrollar LM si el parasito infectante posee
LRV1. Dicho estudio representa el primer reporte de frecuencias de aparicion de LRV1 en
poblacién colombiana diagnosticada con leishmaniasis, en este se evidencia una frecuencia de
aparicion de LRV1 en el 16,5% de las muestras analizadas, en el 33,3% de las muestras
diagnosticadas con LM y en el 8,6% de as muestras diagnosticadas con LC (Pazmifio et al., 2021).
Sin embargo, vale la pena resaltar que algunos controles poseian la coinfeccion parasito-virus y mas
aun, que una proporcion de los pacientes que desarrollaron la LM no evidenciaron dicha
coinfeccioén. Esto sugiere que la presencia de LRV1, si bien esta asociada a la progresion hacia una
LM, no es absolutamente determinante para la complicacion de la enfermedad y que pueden existir
otros factores asociados a su desarrollo, como infecciones secundarias con otros virus o alteraciones

en la respuesta inmune de cada individuo frente al virus.

El correcto reconocimiento de los patrones moleculares asociados a patégeno (PAMP) por los
TLRs, es necesario para llevar a cabo la cascada de sefializacion que tendra como consecuencia una
respuesta inmune que le permita al organismo huésped combatir el patdgeno. La presencia de
polimorfismos en los TLRs puede alterar la interaccion de este con sus PAMPs y, por tanto, puede
perturbar la respuesta inmune que se deberia generar (Akashi-Takamura & Miyake, 2006). Se ha
evidenciado gque polimorfismos como la sustitucion de la Leucina 412 por Fenilalanina (L412F) en
TLR3 induce susceptibilidad a infecciones por Herpes virus simple (Yang et al., 2012),

citomegalovirus (Nahum et al., 2011; Studzinska et al., 2017), entre otros.

Teniendo en cuenta que el contexto genético del hospedero podria favorecer el desarrollo de LMy
gue se ha reportado una asociacion entre la LM vy la coinfeccién con LRV1, surge la pregunta
¢Pueden las variaciones genéticas en el receptor endosomal TLR3 modular el desarrollo de la LM

asociada o no a la coinfeccion Leishmania spp — LRV1?
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Identificar la presencia de polimorfismos de TLR3 y su posible asociacion con el desarrollo de

Leishmaniasis mucosa

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar las frecuencias y distribucion de polimorfismos de TLR3 en DNA extraido a partir

de muestras clinicas con diagnéstico de Leishmaniasis cutanea y mucosa.

2. Determinar si existe una relacion entre las frecuencias alélicas y genotipicas de dicho gen 'y el

desarrollo de Leishmaniasis cutanea 0 mucosa.
3. Determinar si existe una relacion entre las frecuencias alélicas y genotipicas de TLR3 en las

muestras clinicas con la infeccion por LRV1 y el desarrollo de Leishmaniasis cutdnea o

mucosa
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4 MARCO TEORICO

4.1 GENERALIDADES LEISHMANIASIS

4.1.1 Agente infeccioso

Leishmania (Ross, 1903) es un género de parasitos protozoarios pertenecientes a la familia
Trypanosomatidae (Doflein, 1901), orden Trypanosomatida (Kent, 1880) y Clase Kinetoplastida
(Honigberg, 1963) (Bruschi & Gradoni, 2018; Lumsden & Evans, 1976). Los Kinetoplastidos, son
organismos flagelados que se caracterizan por la presencia de una Gnica mitocondria que se
extiende a lo largo del cuerpo celular, la cual condensa su DNA mitocondrial en una zona Feulgen®
positiva denominada kinetoplasto, este organelo se ubica de forma cercana al cuerpo basal en la
base del bolsillo flagelar. Dentro de la clase Kinetoplastida, se encuentran diferentes 6rdenes de
protozoarios, ya sea de vida libre o parasitaria, en donde el nimero y la disposicién de sus flagelos
resulta una caracteristica taxonémica de gran relevancia. El orden Trypanosomatida, se caracteriza
por la presencia de un unico flagelo locomotor, el cual puede estar libre o anclado al cuerpo celular
del protozoario mediante una membrana ondulante. Dentro de este orden se alojan dos géneros de

parasitos de relevancia en salud humana: Leishmania y Typanosoma (Lumsden & Evans, 1976).

La especies del género Leishmania con importancia médica, a su vez se encuentran clasificadas en
dos grandes subgéneros: Leishmania (Viannia), parésitos restringidos a Sur Ameérica cuyo
desarrollo en el vector se efectla en la parte posterior del intestino; Leishmania (Leishmania), el
cual agrupa especies con distribucion global, que se desarrollan en la parte anterior del intestino del
vector (Bruschi & Gradoni, 2018).

Durante su ciclo de vida, Leishmania infecta dos tipos de hospederos: un hospedero invertebrado,
también denominado vector de transmision, y un hospedero vertebrado. Para el caso de los
subgéneros L. (Viannia) y L. (Leishmania), los vectores de transmision de importancia médica son
dipteros hematéfagos pertenecientes diferentes géneros y especies de la subfamilia Phlebotominae
(Diptera: Psychodidae), entre los géneros mayoritariamente estudiados como vectores implicados

en la transmision de estos parasitos se encuentran Lutzomya y Phlebotomus (Ferro et al., 2015;

! Tincion especifica para DNA que permite no solo su observacion sino también su cuantificacion (Chieco &
Derenzini, 1999)
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Lainson et al., 1994). En cuanto a los hospederos vertebrados no humanos, estos subgéneros se han
encontrado parasitando roedores, primates, canidos, folivoros, entre otros (Lainson et al., 1994).

El ciclo de vida en el vertebrado inicia cuando el insecto hematéfago inocula promastigotes
metaciclicos de Leishmania spp, estadio infectivo del parésito, en el hospedero vertebrado durante
su proceso de alimentacion (Bafiuls et al., 2007; CDC, n.d.). El promastigote presenta una
morfologia tipica dada por un cuerpo celular alargado, el kinetoplasto se ubica hacia el extremo
anterior de este y su flagelo se extiende de forma libre, carente de membrana flagelar, desde el
bolsillo flagelar ubicado adyacente al kinetoplasto (Rogers, 1904, 1906). Una vez en el hospedero
vertebrado, los parasitos son fagocitados por macréfagos (M¢) y neutréfilos (Bruschi & Gradoni,
2018) e incluidos en un fagosoma. Este proceso induce un cambio fisiol6gico y morfol6gico que
genera la transformacion de promastigotes a amastigotes, es decir que adoptan una estructura
celular esférica y carente de flagelo; ademas, expresan una bateria metabolica distinta que les
permite adaptarse a un nuevo ambiente cuya temperatura es mas elevada y su pH mas bajo (Alcolea
et al., 2014). Los amastigotes inducen algunas alteraciones en los procesos microbicidas de la célula
fagocitica, lo cual transforma el fagosolisosoma en una vacuola parasitéfora que permite la
supervivencia y reproduccién del parasito (Awasthi et al., 2004; Bafiuls et al., 2007; Handman &
Bullen, 2002). Los amastigotes se reproducen al interior de los Mo y salen de estos para re-infectar
otras células fagociticas. El ciclo continuara en el vector si al momento de la ingesta de sangre de
un hospedero vertebrado, éste tiene oportunidad de ingerir células fagociticas infectadas. En ese
caso, los amastigotes ingresan en el tracto digestivo del insecto y se diferencian en promastigotes
prociclicos (Bruschi & Gradoni, 2018). Los promastigotes se anclan a la parte media, para el caso
de las especies del subgénero L. (Leishmania), o a la parte posterior del intestino, para el caso de L.
(Viannia), insertando el flagelo entre microvellosidades intestinales (Killick Kendrick et al., 1974);
alli se genera un nuevo proceso replicativo que permite la reproduccion de los paréasitos y la
diferenciacién a estadios infectantes conocidos como promastigotes metaciclicos, los cuales
posteriormente migraran a glandulas salivares para su inoculacion en el hospedero vertebrado
(Figura 1). Los promastigotes en el intestino secretan un gel que produce la obstruccion del tracto
digestivo del insecto, induciendo un problema alimenticio que obliga al insecto a intentar
alimentarse con mayor frecuencia, picando repetidas veces e incrementando la tasa de inoculacion
de los parasitos en los hospederos vertebrados (Bruschi & Gradoni, 2018; Killick-Kendrick et al.,
1988).
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Figura 1 Ciclo de vida de Leishmania spp. (Imagen desarrollada con BioRender.com)

4.1.2 Leishmania RNA Virus 1 (LRV1)

En 1979, Croft y Molyneux realizaron, en el departamento de parasitologia de la escuela de
medicina tropical de Liverpool, estudios de ultra estructura del parasito Leishmania hertigi (Herrer,
1971), especie inicialmente descrita en panama en el puercoespin Coendou rothschildi; en este
estudio evidenciaron la presencia de particulas similares a virus, tanto en los promastigotes en
cultivo como en amastigotes obtenidos de la infeccidén experimental de hdmster, aungue en menor
proporcion en estos Gltimos (Croft & Molyneux, 1979). Esto abrié la puerta a investigaciones cuyo
objetivo era lograr caracterizar estas particulas. Posteriormente, Tarr y colaboradores (1988)
iniciaron la caracterizacién preliminar de virus presentes en Leishmania, alli concluyeron que el
virus, que ellos denominaron LR1, debe ser un virus de RNA de cadena sencilla. Posteriormente,
con otros estudios enfocados en la caracterizacion de este virus, se encontré que eventualmente
podria haber RNA de doble cadena en el virus y que esto podria estar asociado a la presencia de una
RNA polimerasa viral (Widmer et al., 1989). Sin embargo, estos resultados serian posteriormente
debatidos y puntualizados al encontrar que en el citoplasma de L. guyanensis se encontraban RNA
tanto de cadena sencilla como de doble cadena y que, quiza, la incorrecta caracterizacion del virus

como un virus de RNA de cadena sencilla podria haberse debido a las metodologias implementadas
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en los primeros ensayos (Weeks et al., 1992). A esta puntualizacion la siguid, de manera casi
inmediata, la primera caracterizacion del genoma viral. Stuart y colaboradores (1992) secuenciaron
y ensamblaron el genoma viral, lo que permiti6 describir su estructuracién. Se encontrd la presencia
de tres ORF (Open Reading Frame) y, ademas de evidenciarlos, los autores identificaron las
posibles proteinas codificadas a partir de estos: el segundo ORF, codifica para proteinas de la
cépside, mientras el tercero codifica para una RNA — polimerasa dependiente de RNA (RDRP), lo
que corrobora los resultados obtenidos por Widmer y colaboradores (1989). Para el primer ORF,
muy cercano al extremo 5°, el analisis bioinformatico no permitié encontrar una proteina que se
asemejara a la que se traduciria a partir de este. Dentro de las caracteristicas interesantes de este
genoma viral, identificadas por Stuart y colaboradores (1992), esta: (1) la ausencia del cap,
estructura importante para el acople de la maquinara de traduccion eucariota, (2) la ausencia de
secuencia lider de splicing, la cual media la adicion del cap en Tripanosomatidos (Liang et al.,
2003; Perry & Agabian, 1991), (3) la presencia de 5> monofosfatos y (4) la posible formacion de
estructuras secundarias en el RNA, las cuales especulan que podrian inducir un deslizamiento del
tRNA para corregir el marco de lectura +1 en el que se encuentra el ORF3 respecto al 2 para la

produccidn de la proteina fusién gag-pol (Stuart et al., 1992).

Durante los afios posteriores a estas primeras caracterizaciones de LRV1 continuaron las
investigaciones enfocadas a generar mas conocimiento sobre el tema. Dentro de estas
investigaciones vale la pena destacar la secuenciacion de mas genomas virales que permitio la
identificacion de secuencias conservadas importantes para la correcta replicacion del virus como lo
son: la region UTR 5°, a nivel de nucleotidos, y zonas de los ORF 2 y 3, a nivel de aminoacidos.
Esto ademas permitié identificar la regularidad en la aparicion conservada de alguna estructuras
secundarias, lo cual respalda la hipédtesis del deslizamiento del tRNA previamente propuesta (S.
Scheffter et al., 1994). También vale la pena resaltar la propuesta filogenética de Widmer y Dooley
(1995) en donde hacen un paralelo entre desarrollo filogenético de algunas cepas de LVR1 y cepas
de L. braziliensis y L. guyanensis, tomando como grupos externos L. major y LVR2, previamente
descrita como el primer tipo de LRV infectando Leishmania en el viejo mundo, pero que difiere
significativamente de LRV1 (Cadd et al., 1993; S. M. Scheffter et al., 1995); en este analisis se
evidencid, en cierta medida, una coevolucion entre estos dos organismos, LRV1 y Leishmania
(Widmer & Dooley, 1995).

En los afios subsiguientes, se efectuaron mas estudios relacionados con la caracterizacion de LRV1,
asi como estudios enfocados a evaluar la presencia de este virus en pacientes con Leishmaniasis.

Para ello se implementd la RT-gPCR como estrategia que permitiera identificar la presencia del
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virus en biopsias de pacientes con Leishmaniasis (Ogg et al., 2003; Saiz et al., 1998). A partir de
esto se plante6 una nueva hipotesis referente a la implicacion de la presencia de LRV1 en pacientes
con dicha enfermedad, hip6tesis que encaminaria algunas de las investigaciones de los siguientes
afios: “Dado que la especie de parasito determina la manifestacion clinica y los factores del
huésped, como la edad, el sexo y el estado inmunitario, pueden afectar la progresion de la
enfermedad, es posible que el LRV sea otro factor que esté afectando la progresion de la
enfermedad” (Ogg et al., 2003, p. 313).

4.1.3 Cuadros clinicos en humanos

Leishmaniasis es la enfermedad producida tras la infeccion por Leishmania spp. Esta enfermedad
tiene principalmente tres manifestaciones clinicas: LC, LM y Leishmaniasis visceral, también
conocida como enfermedad de Kal-Azar (David & Craft, 2009; van Griensven & Diro, 2012). Estas
manifestaciones clinicas aparecen tras un periodo de incubacion muy variable, desde un dia hasta

incluso meses o afios (Bailey & Lockwood, 2007)

La LC se caracteriza por la formacién de una o mas papulas, la cuales pueden evolucionar en
ulceras, cuyo borde es elevado y endurecido, y, en algunas ocasiones, presentan una costra de
exudado seco. Estas lesiones suelen no ser dolorosas a menos que se genere una infeccion
bacteriana secundaria en estas (Bailey & Lockwood, 2007; Hepburn, 2000). Existen algunas
variaciones en la manifestacion clinicas de la LC dependiendo de la severidad, la evolucion y la
longevidad de las papulas presentadas. La LC aguda contempla la formacion de ulceras a partir de
las péapulas, como ya se menciond. Estas papulas y ulceras pueden aparecer en gran ndmero
dispersas o concentradas rodeando placas eritematosas, lo que catalogaria esta presentacion clinica
como LC crénica (Dowlati, 1996). La longevidad de las lesiones estard dada por la resolucién de
estas como efecto de la accion del sistema inmune (Hepburn, 2000), sin embargo, existe la
posibilidad de que aparezcan nuevas papulas sobre las lesiones ya sanadas, lo que se conoce como
Leishmaniasis recidivante (Dowlati, 1996). Estas lesiones pueden ser muy localizadas o, en el caso

de la LC difusa, pueden extenderse por todo el rostro o, incluso, por todo el cuerpo (Dowlati, 1996).

La LM es una presentacion de la enfermedad que suele ser precedida por una LC. En esta se
desarrollan ulceraciones en las cavidades oronasal y faringea y, en algunos casos, también se
generan edemas nasales y gingivales, perforaciones al septum nasal y periodontitis (David & Craft,
2009; Goto & Lindoso, 2010); la afeccién tisular puede conllevar a la destruccién progresiva de la
mucosa oronasal, faringea y el cartilago facial, lo que tiene como resultado desfiguracion,

obstruccidn de vias aéreas y una alta propension a infecciones (David & Craft, 2009).
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El cuadro clinico generado depende de factores como la especie de Leishmania infectante y la
condicion inmunoldgica del paciente. La LC es uno de los cuadros clinicos mas comunes que se
presentan ante la infeccion con L. (V.) guyanensis, L. (V.) panamensis, L. (V.) peruviana, L. (V.)
braziliensis y L. mexicana, en el nuevo mundo, y L. (L.) aethiopica, L. (L.) majory L. (L.) tropica,
en el viejo mundo (Hepburn, 2000; Llanos-Cuentas et al., 2008), aunque estas especies no son las
Unicas asociadas a la presentacion cutanea. Las infecciones con L. (V.) braziliensis, L. (V.)
panamensis, L. (V.) guyanensis, L. (L.) amazonensis y L. (L.) major, asi como con otras especies
menos frecuentes asociadas a LC, pueden evolucionar y desarrollarse en LM (Goto & Lindoso,
2010).. A nivel mundial, la organizacion mundial de la salud reporté para 2018 aproximadamente
245 mil casos de Leishmaniasis tegumentaria, siendo el norte de sur américa, el norte de africa y

medio oriente, las zonas mayormente afectadas (WHO, 2019).

4.1.4 Epidemiologia

La Leishmaniasis es una enfermedad tropical que afecta principalmente a Latinoamérica, norte de
Africa y sur de Asia. Frente a las formas tegumentarias de la enfermedad, es decir LC y LM, cada
afio se reportan entre 600.000 y 1 millén de casos nuevos y que cerca del 85% de los casos que se
reportan de LC provienen de tan solo 10 paises a nivel mundial, entre los cuales se encuentra
Colombia; para el caso de LM, cerca del 90% de los casos se concentran en Brasil, Etiopia, Bolivia
y Pert (WHO, 2021). Entre 2001 y 2019, la OPS registré 1.028.054 casos de LC y LM en américa.
Durante 2019, Colombia fue el segundo pais de américa con mayor nimero de casos registrados
(5.907), después de Brasil quien registro 15.484; en estos dos paises, junto con Per(, Nicaragua y

Bolivia, presentan el 77% de los casos de la regidn (Organizacion Panamericana de la Salud, 2020).

El Colombia, para el sexto periodo epidemiol6gico de 2021, el cual comprende la segunda mitad
del mes de mayo y la primera del mes de junio, el instituto nacional de salud reporta 2252 casos de
LC y 20 casos de LM, lo que significa que LC en Colombia tiene una incidencia de 19,19 casos por
cada 100.000 habitantes y LM una incidencia de 0,17 por cada 100.0000. Los departamentos con
mas reportes de LC son Antioquia (413), Santander (273) y Guaviare, mientras que para LM son
Meta (4), Guaviare (2) y Casanare (2). Esta enfermedad se presenta principalmente en zona rural,
78% de los casos de LC y 75% de LM corresponden a estas zonas, y afecta principalmente a
poblacion masculina, 75.5% de los casos de LC y 85% de los casos de LM con hombres. Los
reportes evidencian que la poblacion mayoritariamente afectada por dicha enfermedad corresponde
a militares, 28,2% de los casos de LC y 25% de los casos de LM, y a agricultores, 17,3 de los casos
de LC y 30% de los casos de LM (Gomez Gomez, 2021b, 2021a).
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4.2 RESPUESTA INMUNE

4.2.1 Respuesta inmune a Leishmania spp.

La presentacion clinica de la Leishmaniasis depende tanto de la especie infectante como de la
condicion inmunolégica del paciente; este Gltimo factor cumple un rol fundamental en la
presentacion asintomatica de la enfermedad, en donde la activacion de macréfagos y una respuesta
inmune exitosa logra mantener la infeccion sub clinica, evitando la aparicién de sintomatologias
(Sassi et al., 1999). La mayoria de las infecciones en &reas endémicas permanecen asintomaticas
por largos periodos de tiempo e incluso pueden llegar a nunca presentar sintomas (H. W. Murray,
2002; van Griensven & Diro, 2012). Es por ello que se han efectuado varios estudios con el objetivo
de dilucidar las interacciones entre el paréasito y el sistema inmune del hospedero, ya que sera esta
interaccion la que en gran parte medie el desarrollo de la enfermedad. Los modelos murinos han
resultado sumamente importantes para estos estudios y es en ellos donde se ha desarrollado la
mayoria de las investigaciones que se discutiran a continuacion; sin embargo, cabe resaltar que
estos modelos pueden facilitar el estudio de la infeccion por Leishmania, pero dificilmente
simularén apropiadamente el desarrollo de la enfermedad en humanos, por lo que los resultados en

estos obtenidos deben estar sujetos a comprobaciones subsiguientes en muestras humanas.

La interaccion parasito hospedero en la infeccion por Leishmania se puede entender en 3 etapas: la
fase inmediata, donde se genera el primer encuentro del hospedero con el parasito y su primer
reconocimiento, la fase temprana, en donde se genera una respuesta inmune innata, y la fase tardia,

donde se dispara la respuesta inmune adaptativa (Gémez, 2021).

La fase inmediata se desarrolla durante las primeras 4h luego de producirse la inoculacién del
parasito en el hospedero (Gomez, 2021). Cuando ingresan en el hospedero vertebrado, los
promastigotes provenientes del vector infectan macréfagos y se diferencian en amastigotes. Para
ello, Leishmania interactia con los mecanismos de fagocitosis de sus células hospederas mediante
el reconocimiento a través de receptores de superficie de los M¢ (Figura 2.1) (Guy & Belosevic,
1993). Se han identificado varios mecanismos de entrada mediados por receptor. Por un lado, la
opsonizacion de Leishmania juega un rol fundamental para su internalizacion en el M¢. Cuando la
opsonizacion estd dada por anticuerpos, el receptor FcyR media el reconocimiento de estos para
inducir la fagocitosis, promoviendo tanto el reordenamiento de citoesqueleto como la activacion del
complejo de oxidacion NADPH (Ueno & Wilson, 2012). Esta opsonizacion también puede estar
mediada por proteinas del sistema complemento. La proteina C3 puede unirse directamente a
algunas moléculas ajenas al organismo hospedero, como lo son los lipofosfoglicanos (LPG) que se
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extienden por todo el cuerpo celular del parésito, e hidrolizarse espontaneamente, activandose y
permitiendo la formacion de los complejos C3 y C5 convertasa para, finalmente, mediar la
formacion del complejo de ataque a membrana y eliminar el agente patégeno (Abbas et al., 2015;
Kindt et al., 2007); sin embargo, Leishmania expresa la proteasa GP63 en su superficie, la cual
puede hidrolizar la forma activa C3b inactivdndola como iC3b; esta ultima actia como opsonina y
media la fagocitosis del parésito a través de receptores de complemento en los M¢, sin activar el
complejo de ataque a membrana, evitando asi la eliminacion del parésito y favoreciendo su
internalizacion en la célula hospedera (Bogdan & Rollinghoff, 1998; Ueno & Wilson, 2012). Por
otro lado, receptores tipo lectina o integrina, como el receptor de manosa y el receptor de
fibronectina, respectivamente, también pueden mediar el proceso de entrada de Leishmania al M¢.
Los receptores de tipo lectina interactian con carbohidratos y con proteinas del sistema
complemento para la activacion de la via de las lectinas (Kindt et al., 2007); dadas estas
caracteristicas, se propone que el receptor de manosa podria reconocer los LPGs de membrana del
parasito o podria actuar de manera sinérgica con el receptor de complemento para mediar la
fagocitosis mediada por iC3b. EI receptor de fibronectina, de manera similar, se postula que puede
mediar la internalizacién del parasito debido a que (1) puede reconocer la proteasa GP63 expresada
por el parasito o (2) podria reconocer directamente fibronectina opsonizante de éste. Factores como
la especie de Leishmania o el estadio en el cual se encuentre al momento de la fagocitosis podrian
determinar el mecanismo de reconocimiento del parésito para su fagocitosis, de forma tal que la
accion sinérgica de varios de los receptores ya mencionados permitiran efectuar adecuadamente
dicho proceso (Ueno & Wilson, 2012).

Inmediatamente después de la formacion del fagosoma, este inicia su proceso de maduracion.
Durante este proceso, el fagosoma se fusionara con endosomas y lisosomas; esto esta mediado por
una serie de proteinas GTPasas denominadas Rab, que median la interacciones con citoesqueleto y
entre endosomas, asi como con otras proteinas asociadas al trafico vesiculas como las SNARE
(Pauwels et al., 2017; Poirier & Av-Gay, 2015). Durante este proceso, es indispensable acoplar al
fagolisosoma sistemas de acidificacion y de produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y
nitrégeno (RNS) que, en conjunto con las enzimas liticas que provee el lisosoma, permitan la
destruccion del agente patégeno (Figura 2.2); para ello, la acidificacion del medio esta dada por la
incorporacién de la ATPasa vacuolar (v-ATPasa), la produccion de ROS requiere del complejo
oxidativo NADPH vy la de 6xido nitrico (NO) de la dxido nitrico sintasa (iINOS) (Bogdan &
Rollinghoff, 1998; Fairn & Grinstein, 2012; Pauwels et al., 2017). El acople de estas proteinas al
fagosoma y fagolisosoma se ha relacionado con la presencia de balsas lipidicas en estos; estas

zonas, ricas en esfingolipidos y colesterol, se forman durante el proceso de maduracion del
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fagosomas y actian como anclaje de complejos proteicos (Dermine et al.,, 2001; Lodge &
Descoteaux, 2004).

Leishmania utiliza el fagosoma de M¢ y otras células fagociticas como nicho para su desarrollo y
reproduccion. Las condiciones que impone el fagolisosoma, quiza, hayan generado presiones de
seleccion que favorecieron el desarrollo de estrategias que permiten al parasito evitar su eliminacion
en este organelo (Alexander & Russell, 1992). Por otro lado, las adaptaciones del parasito a
ambientes acidos, como la posible expresion de bombas de protones en su membrana celular
(Coombs & North, 2004; Jiang et al., 1994; Zilberstein et al., 1989; Zilberstein & Dwyer, 1988), la
mejor adquisicion de metabolitos necesarios para el parasito cuando este esta inmerso en un
ambiente acido (Zilberstein et al., 1989) y el cambio de estadio impulsado por las variacion en el
pH del medio (Coombs & North, 2004), permiten plantear una segunda propuesta en la cual fueron
estas caracteristicas las que favorecieron la colonizacién del fagosoma como nicho de desarrollo de
Leishmania. Si bien el desarrollo evolutivo de la interaccion parasito — macréfago no es del todo
claro, lo que si es claro que Leishmania posee algunas caracteristicas que favorecen su sobrevida en

el huésped.

Los LPGs y la proteasa GP63, proteinas de superficie mayoritariamente expresadas por el parasito,
juegan un rol fundamental en este proceso. Los LPGs han sido implicados en varios procesos
asociados a la evasion de la muerte celular al interior del fagolisosoma. Ademas de expresarse en la
superficie del parésito, estas moléculas pueden ser secretadas y posteriormente introducirse en las
balsas lipidicas, lo cual induce su desacople; dada la importancia de dichas balsas lipidicas para el
ensamblaje de complejos proteicos, los LPGs podrian, por este mecanismo, mitigar la maduracion
de fagosoma al evitar la unién de proteinas como Rab, NADPH oxidasa y v-ATPasa, lo cual
impediria la acidificacion y la produccién de ROS en el fagosoma (Lodge & Descoteaux, 2004).
Los LPGs también parecen interactuar con la proteina quinasa C (PKC), cuya activacién esta
relacionada con la explosion oxidativa (Bogdan & Réllinghoff, 1998). Por otro lado, la GP63
también juega un papel protector para el parasito inmerso en el fagolisosoma, quiza degradando
enzimas liticas alli presentes (Chaudhuri et al., 1989); adicionalmente, se ha visto que puede estar
implicada en la disminucion de ROS dentro del fagolisosoma (Bogdan & Réllinghoff, 1998), al
impedir el ensamblaje del complejo NADPH, y en la disminucién de NO, al impedir el
reclutamiento de iNOS como NOX2 (Christine Matte et al., 2016).

Las células fagociticas, ademas de fagocitar, procesar y presentar antigenos, cumplen un rol en la
secrecion de citoguinas y quimioquinas que modulan la respuesta inmune ante un patégeno (Figura

2.3); la produccién de estas moléculas esta mediada por la interaccion de antigenos con receptores
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de superficie o endosomales, o por la interaccion de receptores con ligandos coestimuladores, lo que
dispara cascadas de sefializacion que tienen como fin la transcripcion, traduccion, maduracion y
secrecion de citoquinas (Abbas et al., 2015; Nares & Wahl, 2005). En la infeccion por Leishmania,
las primeras células del sistema inmune que interactian con el parasito son los macréfagos y
neutrofilos (Awasthi et al., 2004; von Stebut & Tenzer, 2018), se ha evidenciado que, en modelos
murinos, estas células producen quimioquinas como KC, MIP-a, MIP-B, CCL2, MIP-2 y TCA-3
(Filardy et al., 2014; Claudine Matte & Olivier, 2002; Mdiller et al., 2001); dichas quimioquinas
estan asociadas con promover la inflamacién mediante el reclutamiento de diversos tipos celulares,
principalmente monocitos, neutréfilos, células dendriticas (CD) y Natural Killer (NK), e incluso se
han asociado a promover la secrecién de citoquinas proinflamatorias (Fahey et al., 1992; Hol et al.,
2010). Estos eventos ocurren durante la fase temprana de la infeccion, es decir entre las primeras 4h

y 24h, donde el rol mayoritario lo cumple el sistema inmune innato (Gémez, 2021).

La secrecion de citoquinas proinflamatorias es un evento crucial para determinar el curso de la
infeccion con Leishmania, estas inducen la activacion del sistema inmune adaptativo y modulan su
dindmica durante la fase tardia de la infeccion, después del dia 2 post infeccion (Gomez, 2021).
TNF-a, INF-y, G-CSF, IL-12, IL-18 y IL-6 son las citoquinas principalmente secretadas por células
fagociticas ante la infeccion con Leishmania (Awasthi et al., 2004; von Stebut & Tenzer, 2018),
estas citogquinas son proinflamatorias y, en su mayoria, inducen una respuesta inmune de tipo
celular, en donde los linfocitos CD4+, células NK, células NKT y otros leucocitos del sistema
inmune innato juegan un rol fundamental en el desarrollo de la respuesta inmune; a este tipo de
respuesta inmune se le conoce como respuesta tipo Thl (Abbas et al., 2015). Para el desarrollo de
esta respuesta Thl, se ha evidenciado la relevancia que tiene la interaccion entre las células
dendriticas (CDs) y linfocitos T durante la sinapsis inmunoldgica; esto debido a que la produccién y
secrecion de IL-12 por las CDs, principal citoquina inductora de Thl, esta mediada por la
interaccién de los receptores co-estimuladores CD40 — CD40L durante el proceso de presentacién
antigénica en contexto del complejo mayor de histocompatibilidad clase Il (MHC-11) (McDowell et
al., 2002; Tripathi et al., 2007; von Stebut & Tenzer, 2018).

Se ha reportado que la induccién de un perfil Thl favorece la resolucion de la infeccion, esto debido
a que las citoquinas producidas durante una respuesta Thl, como el INF-y producido por Linfocitos
CD4+ T-bet (Linfocitos Thl), promueven la activacion de macréfagos (M1) y la produccion de
Oxido nitrico, factores importantes para la eliminacion del parasito en el fagolisosoma (Abbas et al.,
2015; Agudelo & Robledo, 2000; Mougneau et al.,, 2011). Esta respuesta Thl no solo se

desencadena a raiz de la accion secretora de las células del sistema inmune, células propias del
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tejido infectado, como los queratinocitos; también parecen jugar un rol en la induccion de dicha
respuesta mediante la secrecion de agentes moduladores como IL-12 y IL-1B (Ehrchen et al., 2010).

La activacion de una respuesta inmune de tipo Th2, por otro lado, ha sido relacionada con el
progreso de la infeccion. Mientras que el modelo murino C57BL/6, resistente a la infeccion por
Leishmania, desencadena una respuesta Thl, la cual parece ser el factor crucial en su resolucion de
la enfermedad, la respuesta Th2 en ratones BALB/c esta asociada a su susceptibilidad a la misma
(Tripathi et al., 2007). La activacion de esta respuesta esta medida por la produccion de citoquinas
como IL-4, la cual regula negativamente la produccién de citoquinas como IFN-y ¢ IL-12 (Kindt et
al., 2007). La produccion de IL-4 también induce la activacion de Macrdfagos de tipo 2 (M2)
quienes inducen una respuesta anti inflamatoria (Abbas et al., 2015). Estos M¢ tipo 2 tienen como
caracteristica la produccién de arginasa que media la conversién de algunos metabolitos que pueden
ser beneficiosos para la nutricion del parésito e inhibe la éxido nitrico sintasa, de esta forma recude
los niveles de NO, el cual es un elemento importante para la eliminacion del parasito en el Mo
(Lopes et al., 2014; Raes et al., 2007; von Stebut & Tenzer, 2018).

No obstante, la respuesta de tipo Th2 no es el Gnico mecanismo mediante el cual se genera
susceptibilidad a la infeccion por Leishmania. Se ha evidenciado la produccién considerable de IL-
10 en ratones susceptibles BALB/c (Tripathi et al., 2007), una de las citoquinas reguladoras de
mayor importancia, la cual es producida por M¢ reguladores y linfocitos Th2 y Treg. Esta, mediante
la inhibicion de IL-12, regula negativamente la produccion de IFN-y; también inhibe la expresion
de proteinas co-estimuladoras asociadas a MHC-II, lo cual igualmente afecta la produccion de IL-
12 (Abbas et al., 2015). Adicionalmente, en conjunto con la IL-4, activa macrofagos M2, cuyos
efectos fueron discutidos previamente (von Stebut & Tenzer, 2018). Algunos estudios han sugerido
que la produccién de I1L-10 est4 asociada al mecanismo de reconocimiento del paréasito por el M¢;
la opsonizacion con IgG y el reconocimiento de estos anticuerpos mediante el FcyR parece ser uno

de los mecanismos indispensables para este proceso (Kane & Mosser, 2001).
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Figura 2. Respuesta inmune en Leishmaniasis. (1) Interaccién temprana, mediada por receptores de superficie de los
macr6fagos y gracias a opsonizacion del parasito mediante anticuerpos o sistema complemento, induce fagocitosis del
promastigote de Leishmania. (2) Una vez en el fagosoma, el parasito cambia de estadio a amastigote; la activacion de
enzimas productoras de ROS y RNS, ademas de la accion de enzimas liticas, permiten la lisis del parasito (verde), pero
Leishmania tiene mecanismos de evasion de este proceso como la inhibicion de dichas enzimas y de proteinas asociadas a
la maduracién del fagolisosoma (rojo). (3) Tras la interaccion con células fagociticas, estas generan citoquinas y
quimioquinas que pueden polarizar la respuesta inmune hacia un perfil Thl que favorece la resolucion de la infeccidn, o
hacia un perfil Th2 o Th17 que favorecen la supervivencia del parésito. LPG: Lipofosfoglicanos, NOX: NADPH oxidasa;
iNOs: oxido nitrico sintasa, LTh1: Linfocito T helper 1, LTh2: Linfocito T helper 2, LTh17: Linfocito T helper 17.
(Imagen desarrollada con BioRender.com)

La activacién de linfocitos T helper depende de tres eventos: (1) Presentacién antigénica, (2)
interaccién con receptores co-estimuladores y (3) secrecién - captacion de citoquinas (Corthay,
2006). La presentacion antigénica es uno de los procesos fundamentales para la activacién de
linfocitos T; ésta estd dada en contexto MHC-II por células presentadoras profesionales. Para ello,
se requiere el procesamiento antigénico de los epitopes del agente patdgeno y su anclaje en el
MCH. Tras la fagocitosis, la destruccién del patdgeno al interior del fagolisosoma es el paso previo
al procesamiento antigénico. Leishmania logra evitar la presentacion antigénica por medio de varios

mecanismos. En principio, y como ya se menciono, los LPGs pueden alterar la estructura de las
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balsas lipidicas del fagosoma; estas, ademéas de promover el acople de proteinas asociadas con la
maduracion del fagolisosoma, también son importantes para el anclaje de MHC-II, por lo que su
alteracion podria afectar la incorporacion de los MHC-Il y de esta forma la presentacion
antigénica.(Gupta et al., 2013; Lodge & Descoteaux, 2004). Adicionalmente, algunos estudios
revelan que Leishmania tiene la capacidad de reducir la expresion, a nivel transcripcional, del
MHC-1I (Bogdan & Rollinghoff, 1998). El segundo punto fundamental para la activacion de
linfocitos T, es la accion de moléculas co-estimuladoras; nuevamente se ha evidenciado que
Leishmania puede inducir la regulacion negativa de la expresién de algunos co-receptores
fundamentales como lo son CD80 y CD86 en algunos modelos susceptibles a la infeccién (Gupta et
al., 2013).

De esta forma, Leishmania tiene la capacidad de evadir, en algunos escenarios, la respuesta inmune
desde varios frentes: (1) Inhibiendo su lisis en el fagolisosoma; (2) impidiendo el presentimiento
antigénico y regulando negativamente co-receptores, lo que impide la formacion de la sinapsis
inmunolégica y la activacién de linfocitos T; (3) también altera, en modelos susceptibles, el perfil
del citoquinas que modulan la respuesta Thl, la cual resulta efectiva para su eliminacion,
favoreciendo la respuesta Th2 que promueve su supervivencia; (4) induce una respuesta de tipo
regulador, que incluye la activacion de linfocitos Treg y Macrdfagos M2, que inhibe la inflamacién

gue promueve su eliminacion, entre otros mecanismos.

4.2.2 Microambientes infecciosos y su implicacion en la respuesta inmune

Dentro de la modulacién de la respuesta inmune ante la infeccion con Leishmania, otros
microorganismos también pueden acompafiar la infeccion y tener efectos inmunomoduladores
relevantes para ésta (Azambuja et al., 2005). Diferentes microrganismos habitan la piel de los
vertebrados de forma natural, no patogénica. En algunos modelos experimentales, la disbiosis de
dichos microorganismos o la infeccion experimental sobre modelos murinos libres de gérmenes
(Germ-free), evidencian una mayor susceptibilidad ante la infeccion con Leishmania. Se han
planteado algunas explicaciones plausibles a este efecto. Se ha evidenciado que la presencia de
microorganismos en la piel puede modular la respuesta inmune ante la infeccién con Leishmania.
Algunos autores reportan que la presencia de algunos de estos microorganismos, como
Straphylococus, pueden inducir una respuesta de tipo Th1/Th17 en la piel, que se especula puede
ayudar a resolver la infeccién con Leishmania. Por otro lado, es bien sabido que algunos de estos
microorganismos secretan péptidos antimicrobianos que podrian permitirles relacionarse de alguna
forma con Leishmania; sin embargo, hacen indagar mas esta area para generar conclusiones mas

acertadas (Misra & Singh, 2019). Otro grupo de microrganismos relevantes durante la infeccion con
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Leishmania es la microbiota intestinal del vector. Algunos de estos microorganismos pueden
inducir la produccion de citoquinas reguladoras como IL-10, otros pueden inducir la secrecion de
citoquinas proinflamatorias como IL-1pB, la cual recluta neutrdfilos al sitio de infeccidn; en
cualquiera de estos casos. dichos microorganismos pueden promover la supervivencia y

reproduccion de Leishmania en el hospedero (Misra & Singh, 2019; Telleria et al., 2018).

Ademas de los microrganismos que pueden encontrarse en la piel del hospedero o en el intestino del
vector y que, eventualmente, pueden acompafar la infeccién por Leishmania, se ha evidenciado la
presencia de virus infectando estos parasitos, como el LRV1 ya mencionado. Varios estudios han
relacionado la presencia de LRV1 con la complicacion de la Leishmaniasis, asociando la presencia
de éste en la cepa infecciosa con la posible evolucion de LC a LM. lves y colaboradores (2011)
implicaron por primera vez a LRV1 en el desarrollo metastasico de la Leishmaniasis ocasionada por
Leishmania guyanensis. Analizando el comportamiento de dos cepas de L. guyanensis, una
metastasica (M+) y una no metastasica (M-), en modelos murinos, se evidencié una mayor
produccion de citoquinas proinflamatorias en aquellos individuos infectados con la cepa
metastasica. Se planted que la cepa M+ contenia alguna diferencia frente a la M- que inducia dicha
respuesta inmune; se evalu6 entonces la presencia de LRV1 en dicha cepa, teniendo en cuenta dos
factores: (1) LRV1 es un virus gque infecta paréasitos del género Leishmania del nuevo mundo y que
se sabe estd presente en L. guyanensis (L.g) y (2) LRV1 es un virus de RNA de doble cadena,
patrén molecular reconocido por TLR3, del cual se discutira mas adelante. Se encontr6 que la cepa
M+, a diferencia de M-, contenia LRV, lo cual permitié plantear que LRV1 podria estar implicado
en el caracter metastasico de dicha cepa. Adicionalmente, se evaluo la respuesta inmune generada
ante el RNA viral aislado, tanto en ratones Wild Type (WT) como en ratones carentes de TLR3
(TLR3-/-), y se evidenci6 el mismo comportamiento previamente observado en la infeccion con M+
en WT y una disminucidn en la produccion de citoquinas proinflamatorias en TLR-/-, dandole peso
a la implicacion de LRV1 en el caracter metastasico de dicha cepa e implicando a dicho receptor

como mediador de la respuesta inmune para este caso (lves et al., 2011).

También se ha evidenciado que la presencia de LRV1 puede modular la respuesta inmune del
hospedero generando una respuesta inflamatoria de tipo Thl7 que, a diferencia de la respuesta
inflamatoria Thl previamente discutida, promueve la virulencia del parasito (Hartley et al., 2016).
La respuesta Th17 se caracteriza por el reclutamiento de neutroéfilos al sitio de infeccion (Abbas et
al., 2015), esto por supuesto puede favorecer la supervivencia del parasito ya que los neutrdéfilos, al
ser células fagociticas, proveen el entorno de replicacion adecuado para el parasito: la vacuola

parasitofora. Otro aspecto importante de la respuesta Th17 es que inhibe la produccién de IFN-y e
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IL-4, blogueando la diferenciacion de CD4+ hacia un perfil Thl y Th2, respectivamente (Abbas et
al., 2015). Hartley y colbaoradores (2016) encontraron, de forma consecuente con esto, una
disminucion en la produccion de IFN-y en ratones infectados con L.g LRV1+ y explican que esta
podria ser una de las causas por las cuales la respuesta de tipo Th17 promueve la patogénesis, lo
cual va en concordancia con las implicaciones de esta citoquina para la respuesta inmune ante
Leishmania, recordemos que IFN-y ademas de promover una respuesta Thl promueve la
maduracion del fagolisosomas de macréfagos contenedores del parésito, induciendo su eliminacion
(Abbas et al., 2015; Agudelo & Robledo, 2000; Mougneau et al., 2011).

4.3 RECEPTORES TIPO TOLL (TLRS)

4.3.1 Generalidades de los TLRs

Los Toll-Like receptors (TLR) son una familia de receptores de reconocimiento de patrén (PRR)
que, como su nombre lo indica, reconocen patrones moleculares asociados a patdgenos (PAPMs) o
a dafio (DAMPs) para desencadenar una respuesta inmune ante estos. Dichos receptores son
proteinas transmembranales de tipo | que, en su region extracelular o intraendosomal dependiendo
de su localizacidn, poseen entre 16 y 28 repeticiones ricas en leucina (LRR) que se encargan,
justamente, del reconocimiento de patrones. En su region intracelular poseen un dominio Toll/IL-1
receptor (TIR), llamado asi por su similitud con el dominio citoplasmético del receptor de IL-1; el
dominio TIR es el encargado de disparar la cascada de sefializacion celular que tendrd como
consecuencia la trascripcién de mediadores de la respuesta inmune (Figura 3). Estos receptores
carecen de la especificidad de otros receptores como los de células T (TCR) y B (BCR), pero
reconocen un amplio rango de moléculas que pueden estar presentes en diferentes organismos
patdgenos con cierta especificidad, dependiendo del tipo de TLR. Estudios en humanos y ratones
han permitido caracterizar once tipos de TLRs, alguno presentes en una u otra especie; estos se
encuentran en su mayoria en la superficie celular de leucocitos, a excepcion de los TLRs 3,7,8Yy 9,
gue se localizan en compartimientos intracelulares (Abbas et al., 2015; Kindt et al., 2007) (Figura
4).

El dominio TIR de los TLRs usualmente estd acompafiado de moléculas adaptadoras MyD88, las
cuales desencadenan la cascada de sefializacion que activa principalmente, mas no Unicamente, el
factor de transcripcion NF-kB. Sin embargo, no todos los TLRs utilizan esta ruta de sefializacion,
las rutas independientes de Myd88 pueden utilizar adaptadores como TRAM, TIRAP y TRIF

(Kawai & Akira, 2007). La via de sefalizacion mediada por TRIF activa diversos factores de
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trascripcion como AP-1 y NF-kB, factores de trascripcion de citoquinas proinflamatorias, e IRF-3,
que induce la trascripcion de interferones (IFN) de tipo | (Kawai & Akira, 2007) (Figura 6).
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4.3.2 Caracterizacion de TLR3

El receptor endosomal TLR3, codificado por el gen TLR3, est4 ubicado en la banda 35, sub banda
1, del brazo largo del cromosoma 4 (4g35.1). (NCBI, 2020). Este gen tiene un tamafio de
aproximadamente 16Kb, se compone por 5 exones que codifican para un mRNA de alrededor de
3Kb. El gen TLR3 codifica para una proteina de 904 aminoacidos, donde los primeros 24
aminoacidos conforman la secuencia sefial que permite su sintesis en reticulo endoplasmico (Figura
5). El ectodominio, o domino intraendosomal, de TLR3 (Figura 5), abarca los primero 670
aminoacidos de la proteina, después de la secuencia sefial; se compone de 23 LRR, un cap N
terminal y un cap C terminal, que protegen los extremos del ectodominio (Choe et al., 2005), y se

caracteriza por tener una forma de herradura, donde la parte concava es hidrofobica y esta
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compuesta por laminas [ conectadas entre ellas por bucles irregulares (Bell et al., 2006). Este
dominio del receptor posee cerca de quince (15) N-glicosilaciones tanto en su parte concava como
en la zona convexa, pero mantiene una cara libre de glicosilaciones, se presume que puede ser ésta
quien interactué con su ligando, ademas de permitir la dimerizacion del receptor (Choe et al., 2005;
Y. Wang et al., 2010). Entre estas glicosilaciones, se han evidenciado la presencia de N-acetil
glucosaminas en diversos residuos de asparagina como: Asn®2, Asn®®, Asn®”® Asn®!, Asn®®
Asn*B y Asn®® (Choe et al., 2005). Este ectodominio se ancla a la membrana del endosoma
mediante el dominio transmembrana del receptor que une el cap ce terminal del ectodomino vy el
dominio citos6lico. Este dominio transmembrana se compone de una hélice alfa de cerca de 20
aminoacidos y se ha evidenciado que tiene la capacidad de homodimerizarse, por lo que se presume
que puede tener relevancia durante la homodimerizacion que permite disparar la cascada de
sefializacion de este receptor (Mineev et al., 2014). Finalmente, el dominio citosélico de TLR3, el
dominio TIR, es una region de aproximadamente 200 aminoécidos que permite la interaccion del
receptor con proteinas adaptadoras que disparan la cascada de sefializacion. Este dominio TIR se
compone de 5 laminas beta rodeadas por 6 hélices alfa y posee 3 regiones altamente conservadas,
denominadas cajas (Figura 3), las cuales son fundamentales para las interacciones TIR-TIR que
permiten el anclaje y activacion del adaptador TRIF (Toll/interleukin 1 receptor (TIR)-domain-
containing adaptor protein inducing interferon-B) encargado de disparar la cascada de sefializacion
(Guven-Maiorov et al., 2015; Kindt et al., 2007; Ullah et al., 2013).
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Aln no es claro si tras el reconocimiento del dsRNA se induce una homodimerizacion de
receptores, 0 si estos se encuentran dimerizados en condicion normal y es esto lo que permite el
acople del dsRNA (Choe et al., 2005); en cualquier caso, su homodimerizacion permite la
activacion de la cascadas de sefializacién intracelular que se genera tras su activacion. El acople del
dsRNA en el receptor induce un cambio conformacional en su regién citosdlica, lo que induce la
liberacién de un sitio de union para la tirosin-quinasa EGFR. La unién de EGFR al receptor, a su
vez, permite el reclutamiento de la tirosin-quinasa Src y dichas quinasas fosforilan el dominio TIR
de TLR3, lo permite su interaccion con el dominio TIR de la proteina adaptadora TRIF y sera esta
quien active la cascada de sefializacion subsiguiente tras su anclaje al receptor (Chattopadhyay &
Sen, 2014).

Este receptor puede activar tres cascadas de sefializacion. La mas comdn, o ruta canénica de TLR3,

es la ruta de sefializacion que activa el factor de trascripcion IRF3 (Figura 6). Esta cascada requiere
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de la interaccion de TRIF con TRAF3 (siglas en inglés para TNF receptor-associated factor) una
ubiquitina que tras esta interaccion se auto-ubiquitina y se activa lo que, a su vez, le permite
interactuar con el complejo que serin-quinasas TBK1 - IKKi/IKKe, quienes se fosforilan de manea
cruzada para activarse y fosforilar y activar a IRF3 (Interferon regulatory factor 3). Tras su
fosforilacion, IRF3 puede homodimerizarse o heterodimerizarse con IRF7 y, una vez esto sucede,
migra al nucleo y fomenta la produccion de IFNs de tipo I. Por otro lado, la proteina adaptadora
TRIF también puede interactuar con TRAF6 quien actta de forma similar a TRAF3 interactuando
con las quinasas TAK1 y Rip-1. Dichas quinasas pueden activar dos cascadas de sefializacién no
canonicas: (1) la ruta de las MAPK que conlleva a la activacion de factores de trascripcion como
Jun y Fos, quienes en conjunto generan el factor de trascripcion AP-1, y (2) la ruta NF-kB, en la
cual se requiere la fosforilacion del inhibidor IkBa a través de la quinasa NEMO para la liberacion
del factor de transcripcion funcional (Abbas et al., 2015; Kawasaki & Kawai, 2014; Ullah et al.,
2016). Estas dltimas dos rutas tendran como consecuencia la expresion de citoquina
proinflamatorias, por accion de NF-xB, y de genes asociados a la regulacion del ciclo celular, por
accion de AP-1 (Abbas et al., 2015; Atsaves et al., 2019; Ye et al., 2014).

4.3.3 TLRsy LRV1 en el contexto de la infeccion por Leishmania spp.

Teniendo en cuenta el nicho que Leishmania spp. habita: la vacuola parasitéfora, cabe esperar que
dicho parasito u otros agentes coinfectantes, como LRV1, puedan ser reconocidos por TLRs
endosomales. A la fecha no se conoce la implicacién que podrian tener TLRs endosomales como
TLR7 y TLR8, ambos de reconocimiento de RNA monocatenario (ssSRNA). En cuanto a TLR9, el
cual reconoce secuencias CpG en ADN, Ives et al. (2014) evaluaron la posible implicacion de dicho
receptor endosomal en el reconocimiento de LRV1 y L. guyanensis y encontraron que la carencia de
este receptor inducia susceptibilidad a la infeccién por L.g en un modelo murino, por lo que
propusieron que TLR9 podria conferir alguna proteccion en la infeccidén con L.g; sin embargo, la
implicacion que tiene TLR9 en este sistema analizado, parece ser independiente de LRV1, ya que

los efectos evidenciados no diferian entre una alta carga viral y una baja carga viral.

Actualmente el receptor endosomal TLR3 ha sido el dnico que se ha relacionado con el
reconocimiento de LRV1. lves et al. (2011) proponen que la interaccion entre TLR3 y el genoma
dsRNA de LRV1 y su posterior respuesta inmune, son los eventos causantes de la metastasis de las
lesiones, lo que podria explicar el desarrollo de LM (Figura 8). Como interact(ia el genoma del virus
con el TLR3 aun no es claro; sin embargo, se ha evidenciado que LRV1 puede aprovechar la ruta
secretora de Leishmania para salir del cuerpo celular de este y, mediante este mecanismo, podria

entrar en contacto directo con la célula del hospedero humano en la cual esta inmerso el parasito
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(Atayde et al., 2019). Esto explicaria el mecanismo mediante el cual el virus entra en contacto con
el hospedero, mas no permite entender de qué forma el genoma del virus entra en contacto con
TLR3, pero cabe esperar que el genoma viral sea de alguna forma liberado en el endosoma
permitiendo su reconocimiento por TLR3.

Phagosome

LgM- LgM+

Macrophage

ﬂ' Cytokines and Cytokines and i

chemokines chemokines

Cutaneous Cutaneous
leishmaniasis leishmaniasis
Metastasis to
nasopharyngeal tissues

Mucocutaneous
leishmaniasis

Figura 8 Modelo de interaccén L. guayanensis — LRV1 — TLR3 propuesto por (lves et al., 2011). (Imagen tomada de
Olivier, 2011)

A partir de la implicacion de TLR3 en el reconocimiento de LRV1, surge toda una linea de
investigacion en la cual se explora esta interaccidn en el desarrollo de complicaciones clinicas. Uno
de los mecanismos que podria explicar el efecto generado por la presencia de LRV1 en cepas
metastasicas frente al desarrollo clinico de la enfermedad, esta dado por la expresion de IFN tipo 1
(o y P) tras la activacion de TLR3. A partir de ensayos de infeccion experimental con L. guyanensis
en un modelo murino, se evidencié que la presencia de LRV1 en la cepa infectante de L.g
incrementaba el tamafio de las lesiones cutaneas producidas y la carga parasitaria, y que este efecto
se veia abrogado en ratones carentes del receptor de IFN tipo | (infar-/-). Se ha evidenciado que la
expresion de IFNs tipo 1 limita el efecto generado por el IFN-y dada una disminucion en la
expresion de su receptor, IFNGR, en la membrana de macr6fagos (Eshleman et al.,, 2017;
Rayamajhi et al., 2010); cabe recordar que la accion de IFN-y, como ya se menciond, es

fundamental para una respuesta inmune eficiente ante Leishmania al favorecer un perfil inmune tipo
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Th1y la promocion de la capacidad litica de macréfagos (Rossi & Fasel, 2018; Santos et al., 2019).
En su estudio, Rossi et al. (2017) evidencian este efecto de los IFNs tipo 1 sobre IFNGR en el
contexto de coinfeccion L.g — LRV1; como consecuencia, se evidencidé una disminucion en la
accion de IFN-y y, por consiguiente, la persistencia parasitaria que conllevé a la aparicion de
lesiones en zonas diferentes al sitio de inoculacion de forma acelerada en ratones infectados con L.g
LRV1+, desarrollo no observado en ratones L.g LRV1-. Este estudio concluye que la accion de los
IFNSs tipo 1, inducidos por la activacion TLR3 tras el reconocimiento de LRV1, resulta un factor

altamente incidente en el desarrollo metastasico de Leishmaniasis (Rossi et al., 2017).

Adicionalmente, se ha evidenciado que L.g promueve un cierto grado de fosforilacion y activacion
de Akt, una serin/treonin quinasa que inhibe algunas proteinas pro-apoptéticas como BAD o
Caspasa 9, ademas de activar factores de trascripcion que promueven la transcripcion de genes anti-
apototicos (Song et al., 2005). Se ha observado que este efecto se ve acentuado en macréfagos de
meédula dsea ante la infeccion experimental con L.g LRV1+; esto permite suponer que la infeccion
con L.g LRV1+ induce una mayor supervivencia de los macrdfagos infectados (Eren et al., 2016).
En este estudio se sugiere que la activacion de Akt es, de alguna forma, aunque no Gnicamente,
inducida por miR155, lo cual se logré concluir al evidenciar una reduccion en la fosforilacion de
Akt en ratones miR155-/-. Los micro RNAs, son moléculas reguladoras implicadas en diversos
procesos como hematopoyesis, respuesta inmune y enfermedades neoplasicas, a partir de la
regulacion de la expresion génica (Faraoni et al., 2009). Se ha evidenciado que estas moléculas
median algunas funciones en macréfagos y monocitos ante la estimulacién de estos con IFN-B y
acido poliriboinosinico-polirribocitidilico (poly IC) (Faraoni et al., 2009), siendo este ultimo un
fuerte estimulador de TLR3 (Matsumoto & Seya, 2008). Dada esta relacion de Akt con miR155™,
que es el unico miRNA sobre expresado en macréfagos infectados con L.g LRV1+, y que ademas
previamente ha sido relacionado con la activacién de TLR3, se plantea que la supervivencia de
macrofagos infectado por L.g LRV1+ puede estar mediada por la ruta de sefializacion
TLR3/miR155/Akt (Eren et al., 2016).

Otro escenario en el que se ha visto implicado el receptor TLR3 como agente promotor de la
supervivencia de Leishmania, es en la inhibicién del inflamosoma. El inflamosoma es una
estructura multiproteica ensamblada tras la activacion del receptor citoplasmatico de patrones
moleculares Nod-Like Receptor (NLR). El reconocimiento de moléculas microbianas, como los
LPG de membrana de Leishmania, induce la asociacién de NLR con moléculas adaptadoras que,
posteriormente, clivan pro-caspasa 1 convirtiéndola en su forma activa: caspasa 1, ésta, a su vez, se

encarga de la activacion de otras proteinas mediante el clivaje de su forma inactiva. Dentro de las
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proteinas que pueden ser activadas a través de este mecanismo estan: otras caspasas, las cuales
inducen apoptosis, y citoquinas proinflamatorias como IL-1f e IL-18 (Abbas et al., 2015). Se ha
evidenciado que la activacién del Inflamosoma puede ser favorable en el proceso de eliminacion del
parasito y que esta activacion en efecto ocurre tras la infeccion con algunas especies y cepas de
Leishmania (de Carvalho, Andrade, et al., 2019); sin embargo, ante la coinfeccion L.g LRV1+, la
accion del inflamosoma disminuye considerablemente, lo que se puede ver tras la disminucién en la
produccién de IL-1p activa. Se propone que la inhibicién del inflamosoma en el contexto de
coinfecciéon L.g LRV1+ estd dada por autofagia de los componentes del complejo, asi como de
caspasa-11, activador no candnico del inflamosoma quien cumple un rol importante durante su
activacion tras el reconocimiento de LPGs de Leishmania (de Carvalho et al., 2021). Dicha
autofagia se activa mediante la accion de IFN-B, cuya expresion se da tras el reconocimiento de
LRV1 por TLR3 (de Carvalho, Lima-Junior, et al., 2019).

4.3.4 Polimorfismos de TLR3 y respuesta a virus

Como se ha venido discutiendo, TLR3 podria estar involucrado en la respuesta inmune ante la
infeccién por Leishmania spp. cuando el parasito esta a su vez infectado con LRV1. La activacion
de este receptor de patrones moleculares se ha asociado con diversas rutas que conllevan al mismo

desenlace: mayor supervivencia del paréasito en el huésped y exacerbacion de la enfermedad.

Algunas variaciones a nivel génico en este y otros PRR han sido asociadas con una mayor o0 menor
susceptibilidad ante infecciones. EI dominio LRR de los TLRs se encarga del reconocimiento de
PAMPs mediante interacciones fisicoquimicas, por lo que la composicion y conformacién de este
dominio es crucial para el correcto reconocimiento, su activacion y posterior desencadenamiento de
rutas de sefializacion que permitan efectuar una respuesta inmune. Para el caso de TLR4, se ha
evidenciado que la presencia de determinados polimorfismos, que inducen un cambio en su
estructura primaria, pueden conllevar a una disminucion en la activacion del factor de transcripcion
NF-kB, lo cual conllevaria a su vez a una alteracién en la respuesta inmune inducida por citoguinas

proinflamatorias cuya expresion depende de dicho factor (Arbour et al., 2000).

Para el caso de TLR3, algunos analisis poblacionales han evidenciado cerca de 90 polimorfismos de
un solo nucledtido (SNPs) siendo de gran interés aquellos que representan mutaciones no
sinénimas. EI SNP C1234T (rs3775291) induce la sustitucion de la Leucina 412 por Fenilalanina
(L412F), una de las sustituciones mas ampliamente representadas a nivel poblacional para este
receptor; se ha observado la presencia de este alelo en cerca del 28% de la poblacion mundial (Phan

et al., 2020); esta sustitucion se lleva a cabo en la zona central concava del ectodominio e induce
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una ligera modificacion estructural en esta zona que puede afectar las interacciones hidrofébicas de
este dominio y las glicosilaciones presentes en la Asp*®, lo cual podria resultar en una disminucion
en su capacidad de unién a ligando y en una disminucion de la activacion de factores de trascripcion
como NF-xB (Gorbea et al., 2010; Ranjith-Kumar et al., 2007; Zhou et al., 2011).

Varios estudios relacionados con el rol del SNP rs3775291 en el desarrollo de diversas infecciones
virales se han efectuado. Se ha evidenciado que la presencia del alelo T, quien induce el cambio de
Leucina por Fenilalanina, puede estar relacionado con una mayor susceptibilidad ante la infeccién
con citomegalovirus (Studzinska et al., 2017), Hepatitis B y C (Geng et al., 2016) y Herpes virus
tipo 1 (YYang et al., 2012), frente a esta Ultima se propone que la relacion entre el polimorfismo y la
susceptibilidad a Herpes virus 1 podria estar dada por una alteracion en la produccion de INF-y por
las células NKs. Adicionalmente, se ha evidenciado que la sustitucion L412F podria relacionarse

con el desarrollo del sindrome congénito de Zika (Santos et al., 2019).

Rs3775291, sin embargo, no esta asociado Unicamente a susceptibilidad. En infecciones por
Dengue (Alagarasu et al., 2015), Herpes virus tipo 2 (Svensson et al., 2012) y VIH (Sironi et al.,
2012) se ha evidenciado que la presencia del alelo T y, por tanto, la presencia de Fenilalanina en la
posicion 412 del receptor, estdn asociados a menor riesgo de incidencia de la infeccién. De esta
forma, se puede evidenciar que las variaciones en el receptor no necesariamente tienen un efecto
adverso en la respuesta inmune frente a una infeccidn, sino que dependera del contexto, del tipo de

infeccion y las implicaciones que tenga la respuesta inmune disparada por TLR3 ante esta.

Otro polimorfismo que ha sido ampliamente estudiado en el contexto de infecciones es rs3775290,
el cual se presenta como la sustitucion C>A o C>T en la posicién 1377 del gen TLR3. El codon
en el cual se encuentra este polimorfismo codifica para una fenilalanina en la posicién 459 del
receptor, la cual es sustituida por Leucina ante la presencia del alelo A; el alelo T, por otro lado, es
una mutacién sinénima. La presencia del alelo C en este receptor ha sido asociada a la aparicion de
sintomatologias como fiebre y dolor articular en el contexto de infeccion por Chikungunya (Dutta &
Tripathi, 2017); el alelo C también ha sido asociado a una mayor susceptibilidad ante la infeccién
por Dengue (Saikat Mukherjee & Tripathi, 2019) y Hepatitis C (EI-Bendary et al., 2018; Mosaad et
al., 2019); mientras que el alelo T se ha asociado a la susceptibilidad ante el virus de la fiebre

hemorragica de Crimea-Congo (Engin et al., 2016).

También se ha evidenciado que la sustitucién de la Asparagina 384 por Isoleucina (N284l), es
asimismo relevante para la adecuada conformacion estructural de TLR3. Esta mutacién también

ocurre en la zona concava del dominio LRR, mas cercana al N terminal que la mutacion L412F;
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esta Asp genera diversos puentes de H con aminoacidos aledafios, por lo que esta sustitucion puede
conllevar a una desestabilizacion de la molécula en esta zona (Alipoor et al., 2016; Ranjith-Kumar
et al., 2007).

Otras mutaciones del receptor TLR3 se han evaluado en menor medida. P554S, ha sido asociada
con susceptibilidad a HVS (Qi et al., 2010); F303S podria favorecer la replicacién de Influenza
Virus A (Hidaka et al., 2006); Y307D y S737T, se han reportado, pero no parecen afectar la
sefializacion inducida por Poly:IC en un modelo in vitro, como si sucede con mutaciones como
L412F y N2841 (Ranjith-Kumar et al., 2007). En general, existe una gran variedad de
polimorfismos en el Toll-like receptor 3 que se ha visto modulan su accion frente a diversos agentes
infecciosos y que, de igual forma, podrian alterar el reconocimiento que genera este receptor por
LRV1, lo cual podria incidir en la progresion de la Leishmaniasis cuando se presenta dicho factor

de virulencia.
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5 METODOLOGIA

5.1 CONSIDERACIONES ETICAS

El presente proyecto fue aprobado por el Comité de ética de investigacion de la facultad de
medicina de la Universidad Nacional de Colombia, mediante el acta de evaluacion: n°. 012-111 del
14 de agosto de 2020, y por el comité de ética de investigacion del centro dermatoldgico Federico
Lleras Acosta, mediante la comunicacion interna No. 202002030039333 del 28 de septiembre de
2020. Adicionalmente, este hace parte del proyecto marco titulado: "Determinacion de la asociacion
entre la presencia de Leishmaniavirus 1 (LRV-1) y el desarrollo de leishmaniasis mucosa en

Colombia” avalado por Colciencias con codigo 110177758491.

La utilizacion en investigacion de muestras clinicas y sus derivados, provenientes de seres
humanos, se efectu6 siguiendo las consideraciones de la Declaracion de Helsinki y los lineamientos
de la normatividad colombiana expuestos en la Resolucion 008430 de 1993 del Ministerio de Salud,
por la cual “se establecen las normas cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en

salud”.

Los acidos nucleicos incluidos en este estudio fueron obtenidos a partir de muestras clinicas que
hacen parte de los biobancos del Hospital Universitario Centro Dermatologico Federico Lleras
Acosta y del laboratorio de parasitologia de la facultad de Medicina de la Universidad Nacional de
Colombia. Para el manejo de estas muestras, se hizo uso de los consentimientos informados con los
que cuenta el biobanco (Anexo X); en estos, el paciente autoriza la preservacion de las muestras en
los mencionados biobancos y su uso en investigacion. Este estudio, garantiza el anonimato y la

confidencialidad de la informacién personal de los pacientes.

5.2 TIPO DE ESTUDIO, CRITERIOS DE INCLUSION Y DEFINICION DE
VARIABLES

La presente investigacién es un estudio de asociacion genotipica, definido como un estudio

descriptivo, retrospectivo de casos y controles.

Se evaluaron las historias clinicas de pacientes diagnosticados con de LM entre el 2007 y el 2017.
Se tomaron como criterios de inclusion para el grupo de casos:
e Que fuese una muestra (biopsia) perteneciente a un paciente con diagnostico de LM o

sospecha clinica de LM (signos y sintomas reportados)
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e Cuyos hallazgos histopatoldgicos fuesen sugestivos o concluyentes de LM
e Y que tras el andlisis molecular se confirmara mediante RT-gPCR la presencia de
Leishmania spp.
Adicionalmente, se analizé en las historias clinicas que dichos pacientes tuviesen: un test
terapéutico que indique una mejora clinica con el tratamiento, un test de Montenegro positivo, la
presencia o ausencia de cicatriz sugestiva de LC y los antecedentes epidemiol6gicos, es decir si el
paciente visitd o vive en areas endémicas (Ovalle-Bracho et al., 2016).

En cuanto a los controles se evaluaron historias clinicas de pacientes diagnosticados con de LC
entre 1997 y 2010, y se toman como criterios de inclusion:
e Que fuese una muestra (biopsia) perteneciente a un paciente con diagnostico de LC
e Carecer de cualquier sintoma que pudiese sugerir LM al momento de su reclutamiento para
su participacion en el proyecto marco "Determinacion de la asociacién entre la presencia de
Leishmaniavirus 1 (LRV-1) y el desarrollo de LM en Colombia” 0 cuya historia clinica no
presente reportes que sugieran LM. Frene a esto, cabe resaltar que se tomaron pacientes
cuyo diagnéstico fue efectuado antes de 2010, de forma tal que al momento de inclusion en
el estudio se contaba con una ventana temporal en la cual se pudo desarrollar LM, mas no
ocurrio.
e Y que tras el andlisis molecular se confirmara mediante RT-gPCR la presencia de

Leishmania spp.

Como ya se menciong, tanto para casos como para controles resulté imperativa la confirmacién de
la presencia de Leishmania spp. en las muestras. Esto se efectudé mediante la amplificacion por RT-
gPCR (quantitative reverse transcription Polymerase chain reaction) del gen 18S del parasito en
RNA; en caso tal de no obtener amplificacion positiva de dicho gen en RNA, se procedia a efectuar
una gPCR sobre el DNA con el fin de obtener la confirmacion requerida para la inclusion. Este
procedimiento se efectud de acuerdo al protocolo presentado por Parra-Mufioz y colaboradores
(2021). Tras la confirmacion de la presencia del parasito en la muestra, se efectué una tipificacién
de la especie infectante mediante una PCR-RFLP (Polymerase chain reaction - restriction fragment
length polymorphism) del gen hsp70 siguiendo los protocolos reportados por Cruz-Barrera et al.
(2015) para la identificacion de especie de parasito en biopsias, como es el caso de las muestras
aqui trabajadas; también se implementd el protocolo de amplificacion para el gen miniexén de

Leishmania de acuerdo al protocolo de Ovalle-Bracho y colaboradores (2018).
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Este estudio manejé como variables dependientes las variables categdricas dicotomicas: desarrollo
de LM en contexto de infeccion por Leishmania spp y desarrollo de LM en el contexto de
coinfeccion Leishmania spp - LRV1. Para esta ultima, se requirié la determinacion de la presencia
de LRV1 en las muestras incluidas en el proyecto; para ello se amplific6 mediante RT-gPCR el
ORF1 de LRV1 (Fredy A. Pazmifio et al., 2021)

Las variables explicativas, o independientes, manejadas, fueron los alelos y genotipos de cada SNP
de TLR3 encontrados; cabe aclarar que para este estudio no se focalizo la atencion en ningin SNP
puntual previamente reportado en literatura, sino que se genotipificd la region exdnica del gen y se
analizaron los SNPs evidenciados tras este analisis. Tanto alelos como genotipos se constituyen
como variables categdricas e independientes entre ellas. Adicionalmente, se incluyeron otras
variables relevantes para entender la dinamica poblacional, ademas de variables que pueden estar
asociadas con el desarrollo de la enfermedad, como lo son: sexo, edad a la hora de adquirir LC,
tratamiento, tipo de tratamiento, falla terapéutica y procedencia geogréafica. Cabe aclarar que la
variable “falla terapéutica” se entiende como la no evidencia de mejora en la lesion cutanea, luego
de 6 semanas después del inicio del tratamiento, y que se considera que la lesion se encuentra en
proceso de curacion, cuando: hay un aplanamiento del borde de la Glcera, disminucion de esta en un
50% o una cicatrizacion completa de la misma y, adicionalmente, disminuye o desaparece la
inflamacion de vasos linfaticos (Aronson et al., 2017; Rodriguez et al., 2016). Las variables

analizadas se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracterizacion de variables analizadas en este estudio

Variable
Presentacion clinica

Definicién operativa

Pacientes diagnosticados con LM o
LC de acuerdo a criterios de inclusion
establecidos

Tipo de variable
Variable dependiente,
nominal dicotémica

Categorias de la variable
LM: Diagnostico de LM (Caso)

LC: Diagnostico de LC (Control)

Sexo Sexo expresado por el paciente y Variable independiente, Femenino
registrado en la historia clinica nominal, dicotémica Masculino
Edad Edad en afios a la hora de obtener Variable independiente,
diagnéstico de LC discreta
Tratamiento Recibi6 o no tratamiento para LC Variable independiente, Si
nominal, dicotémica No
Tipo de tratamiento Tipo de tratamiento para LC recibido ~ Variable independiente, Antimonio de meglumina
nominal, politémica Miltefosina
Ketoconazol

Falla terapéutica

Desenlace clinico después del
tratamiento

Variable independiente,
nominal, politémica

Si (hubo falla terapéutica)

No (Curacioén de la lesion)

Especie infectante de
Leishmania

Tipificacion de especie obtenida por
diagnéstico molecular

Variable independiente,
nominal, politémica

Leishmania spp. (No fue posible
tipificar a nivel de especie, se
caracteriza a nivel de género)

L. braziliensis

L. panamensis

L. guyanensis

Presencia LRV1

Deteccién por RT-gPCR de
Leishmania RNA Virus 1

Variable independiente,
nominal, dicotémica

LRV1+ (Virus presente)

LRV1- (Virus ausente)
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5.3 TAMANO Y CALCULO DE LA MUESTRA

Se implementaron en este estudio muestras clinicas de pacientes colombianos con diagnostico de
LC y LM, provenientes del Centro dermatol6gico Federico Lleras Acosta (CDFLA), y cuyo DNA
gendmico total ya habia sido previamente extraido a partir de biopsias para su implementacion en el
proyecto marco. Se partié de 103 muestras provenientes de pacientes diagnosticados con LC y 51
de pacientes diagnosticados con LM, de las cuales se incluyeron 70 y 28 muestras respectivamente,
tras la confirmacion de la presencia de Leishmania spp. en ellas. Esto significo que en un principio
se tuvo un porcentaje de pérdida del 29,1% en el grupo de controles y del 45,1% en el grupo de
casos. Posteriormente, se evalu6 que tan apropiado era el tamafio muestral disponible para el
desarrollo del estudio, para ello se evaluaron varios supuestos del comportamiento de las
frecuencias alélicas de TLR3 en otras poblaciones frente a desenlaces clinicos de otras infecciones,
como lo es, el desarrollo de fiebre hemorréagica por virus dengue. Utilizando como supuesto las
frecuencias alélicas reportadas por Alagarasu et al. (2015), en donde el 50,6% de los controles eran
portadores del alelo menos frecuente, asi como el 24,2% de los casos, se estipulo que la muestra de
estudio necesaria para trabajar con un poder estadistico del 70%, si se obtenia un escenario similar
en el presente estudio, era de 32 casos y 65 controles, tamafio muestral similar al cual se pudo tener

acceso para el desarrollo de este proyecto.

Durante el desarrollo del proyecto, dificultades presentadas con algunas muestras a lo largo del
proceso de amplificacion y de secuenciacion, indujeron un nuevo porcentaje de perdidas. Para la
deteccidn del polimorfismo rs3775291, no fue posible caracterizar el 21,4% de los controles ni el
3,6% de los casos; para el polimorfismo rs3775290 se obtuvo una pérdida del 30% de los controles
y del 14,3% de los casos; para el polimorfismo rs764010322 no fue posible caracterizar el 28,5% de
los controles, asi como el 28,5% de los casos; y finalmente, frente al polimorfismo rs3775296 se
obtuvo una pérdida del 14,3% de los controles y del 25% de los casos. Teniendo en cuenta esto, el
tamafio muestral se vio limitado por la disponibilidad de muestras que se poseia en el biobanco, por
el cumplimiento o no de los criterios inclusion previamente presentados y por la calidad y cantidad

de DNA disponible que permitieran la amplificacion y genotipificacion del gen en estudio.

5.4 GENOTIPIFICACION GEN TLR3

Para la genotipificacion del gen TLR3 de pacientes diagnosticados con LM y LC, se amplificé una
parte mayoritaria de la region codificante de dicho gen mediante PCR convencional, los amplicones

obtenidos se purificaron y se secuenciaron para la posterior identificacion de SNPs.
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Se implementaron 3 protocolos de PCR que permitieron amplificar los exones dos, tres y cuatro del
gen TLR3 (Figura 9A). Para la amplificacion de los exones dos y tres se implementaron premezclas
a volumen final de 50pL que contenian 1X de Buffer HiFi, 3mM de MgCl,, 250uM de cada dNTP
(dATP, dGTP, dTTP y dCTP), 0.5uM de cada primer (los primers utilizados y sus caracteristicas se
encuentran resefiados en la Tabla 2) y 1U de Platinum™ Taq DNA Polymerase High Fidelity
(Invitrogen). Para la amplificacion del exon 4, se implement6 una premezcla a volumen final de
20uL que contenia 1X de Buffer HiFi, 3mM de MgCl;, 250uM de cada dNTP (dATP, dGTP, dTTP
y dCTP), 0.5uM de cada primer (de igual forma, los primers utilizados y sus caracteristicas se
encuentran resefiados en la Tabla 2), 5% de DMSO y 1U de Platinum™ Taq DNA Polymerase High
Fidelity (Invitrogen). Los programas de temperatura utilizados para estas amplificaciones se
detallan en la Tabla 3).
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Figura 9. Diagrama de localizacion y estructura del gen TLR3, asi como sitios de anillamiento de primers implementados
en PCR (A) y secuenciacion (B). En azul se denotan las regiones no codificantes del gen 5’UTR y 3’UTR, en morado las
regiones codificantes.
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Tabla 2. Primers usados en la amplificacion por PCR y secuenciacion de los exones dos, tres y cuatro del gen
TLR3 (Deeba et al., 2019)

Tm Tamafio aproximado
Exon  Nombre primer Secuencia (5' =2 3') (°C) GC% del amplicon
5 e2F-TLR3 F-GAATATACCAATGCATTTGAAAGC 58,4 33 700 bp
e2R-TLR3 R-GGCAATATTTGTGGCAAATTG 55,5 38
3 e3F-TLR3 F-ATAGAGAGGTGTTGATTTTGCTG 59,3 39 350 bp
e3R-TLR3 R-TGTGTATGTGACACAGATAGGGAC 63,5 46
e4.1F-TLR3 F-GGCTTTCAACAGCATTACAGAG 60,3 45 2000 bp
e4 5R-TLR3 R-ATTCTTTGAGTTGTGAGTAATATTGG 60 31
4 e4.3R-TLR3 * F-ATTGGGCAAGAACTCACAGG 62,5 40
e4.3F-TLR3 * R-CCTGATTATTAAAGACAGATGCTGG 58,4 50

2e4.5RF-TLR3 * R-GCTGTCATAGGCTCAGTGGC
* Primers implementados Unicamente durante el proceso de secuenciacion

Tabla 3. Programas y premezclas implementados para la amplificacion de los exones 2, 3y 4 de TLR3

Programa Premezcla
Desnaturalizacion ~ Desnhaturalizacion  Anillamiento Exte:snon Extension
Exon inicial * * final Buffer MgCI2 dNTPs Primers Taqg DMSO Templete

72°C 250uM 0,5uM

2 95°C 5min 95°C 455 54°C 30s 72°C 45s 5min 1X 3mM clu c/u U No 18ng
72°C 250uM 0,5uM

& 95°C 5min 95°C 45s 55°C 30s 72°C 45s 5min 1X 3mM c/u c/u 1U No 129
72°C 72°C ZSOHM O,SHM

4 95°C 5min 95°C 45s 56°C 30s 2min 10min 1X 3mM c/u c/u 1U 5% 12ng

* 35 ciclos de amplificacion

Posterior a la obtencion de amplicones de los exones dos y tres se efectué una cromatografia en
columna de Sephadex® G-50 (Cytiva) para la purificacion de estos. Se rehidraté 1g de resina por
cada 9mL de agua grado molecular durante 3h a 20°C, posteriormente se posiciond un tapén de tela
quirtrgica en jeringas de insulina de 0,3mL, se introdujo la resina para la construccion de la
columna y se efectuaron varios lavados de la misma con agua grado molecular. En paralelo, los
amplicones se mezclaron con tres partes de Fenol, se centrifugaron a 10.000g por 3min y se rescatd
la fase acuosa que luego se agrego a la columna. Las columnas cargadas con muestra se acoplaron a
tubos falcon de 15mL y se centrifugaron a 1000g por 4min; finalmente se recuperd el purificado.
Para los amplicones del exén 4, se efectu6 una purificacion con Acetato de amonio. Se mezclaron
los productos de PCR (20puL) con 2uL de Acetato de amonio 5M y dos volimenes de Etanol
absoluto frio, se centrifugd, se descart6 el sobrenadante y se efectuaron dos lavados con 100uL de
Etanol 70%. Finalmente se retird el etanol haciendo uso de un concentrador de vacio y se
resuspendid en 25uL de agua grado molecular. Finalmente, los purificados fueron cuantificados por

nanodrop 2000 (Thermo Fisher) y visualizados por electroforesis en gel de agarosa.

Una vez obtenidos los purificados, se secuenciaron las muestras en ambas direcciones usando los

primers ilustrados en la Figura 9B y resefiados Tabla 2. La secuenciacion fue efectuada por

55



Macrogen (Seul, Korea) por medio de electroforesis en capilar usando un equipo ABI 3730xI. Para
el analisis de electroferogramas se utilizo el software bioinformatico UGENE (Okonechnikov et al.,
2012) mediante el cual alinearon las secuencias obtenidas con sus respectivos electroferogramas
frente a una secuencia de referencia (NC_000004.12:186069156-186088073 Homo sapiens
chromosome 4, GRCh38.p13 Primary Assembly). Para el andlisis de secuencias se efectué un
trimming automatico con un umbral del 30%, luego se corrobor6 la calidad de los extremos y, de
ser necesario, se efectu6 un segundo trimming manual. Mediante dichos alineamientos, se rastre6 la
presencia de SNPs identificando la presencia de nucleétidos diferentes entre la secuencia de
referencia y las secuencias obtenidas, constituyendo estos los homaocigotos para el alelo raro, 0 a
través del rastreo de ambigiedades o dobles picos sugerentes de heterocigotos (ver Anexo 2 —
Identificacion de SNPs en electroferogramas). Las variaciones encontradas se validaron con SNPs
previamente reportados para TLR3 (Gene ID: 7098) en dbSNP (data base of Single Nucleotide
Polimorphisms) del NCBI (National Center for Biotechnology Information), y se almacené la

informacidn obtenida mediante la construccién de tablas en Excel (Microsoft Corporation, 2016).

5.5 ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis estadistico, se construyeron mediante Excel (Microsoft Corporation, 2016) tablas de
contingencia donde se resumio la distribucidn de frecuencias absolutas y relativas de casos (LM) y
controles (LC) frente a variables independientes como: sexo, especie infectante de Leishmania,
presencia LRV1, tipo de tratamiento para LC y falla terapéutica. Respecto a estas variables, se
efectué una comparacion entre casos y controles implementando un test exacto de Fisher o una
prueba x2 de Pearson, de acuerdo a su pertinencia. Posteriormente, se construyeron tablas de
contingencia que expresan frecuencias absolutas y relativas de los alelos y genotipos evidenciados
en el grupo de casos (LM) y en el de controles (LC) tanto para la totalidad de la muestra como para
la muestra LRV1+. Se implementd un test exacto de Fisher para comparar la distribucion de
frecuencias alélicas en las diferentes regiones naturales de Colombia, de las cuales provenian los
pacientes, y una prueba x2 de Pearson para evaluar el comportamiento de la distribucion de alelos
en la poblacion de estudio frente a otras poblaciones reportadas a nivel mundial. Se evalu6 de forma
manual el equilibrio Hardy-Weinberg para cada uno de los SNPs encontrados sobre el grupo de
controles con el fin de evidenciar si la poblacion de estudio presentaba algun tipo de estratificacion.
A aquellos SNPs que no se encontraban en equilibrio no se las efectuaron los subsiguientes analisis
de asociacion, mientras que a aquellos que si se encontraban en equilibrio se les aplicé un test
exacto de Fisher, para evaluar si existe alguna asociacion entre la distribucion de frecuencias de los

SNPs encontrados y el desarrollo de LM. Para la aplicacion de las pruebas y2 de Pearson y los test
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exactos de Fisher se implementd el paquete R commander del software R (Fox & Bouchet-Valat,
2019) y se utilizé una significancia de 0,05. Finalmente se empleé el software GraphPad Prism
version 9.1.2 (Software MacKiev, 2021) para la construccién de gréficas.
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6 RESULTADOS

6.1 CARACTERIZACION DE LA POBLACION DE ESTUDIO

Para este estudio se contd con un total de 96 muestras de las cuales 28 (29,17%) correspondian a
pacientes diagnosticados con LM, definidos como casos, y 68 (70,83%) a pacientes diagnosticados
con LC, definidos como controles. Se cont6 con 9 (32,2%) pacientes femeninos y 19 (67,8%)
masculinos en el grupo de casos y con 18 (26,5%) femeninos y 50 (73,5%) masculinos en el grupo
de controles. Para los casos, el rango de edades al momento de adquirir LC es de entre 4 y 83 afios
(mediana=32, IQR=13) y para controles entre 10 y 62 afios (mediana=23, IQR=18,25); sin presentar
diferencias entre casos y controles para la variable sexo (p=0,574, prueba y* de Pearson, Tabla 4) ni

para la variable edad (p=0,116, test de rangos de Wilcoxon, Figura 10).
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Figura 10. Distribucion de edad a la hora de adquirir LC en casos (LM) y controles (LC). El grupo LM tiene una
mediana=32 (IQR=13) y el grupo de LC tiene una mediana=23 (IQR=18,25), no se evidencia ninguna diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos analizados (p>0,005)

A todas las muestras incluidas en el estudio se les confirmd la presencia de Leishmania spp.
mediante la amplificacion por RT-gPCR o gPCR del gen 18S del parasito. Adicionalmente, se
efectud una tipificacion de especie de Leishmania infectante mediante una PCR-RFLP del gen
hsp70. Tras la tipificacion se encontr6 que 37 (55,22%) controles y 19 (67,86%) casos se
encontraban infectados con L. braziliensis, 11 (16,42%) controles y 5 (17,86%) casos con L.
panamensis, 1 (1,49%) control y 1 (3,57%) caso con L. guyanensis, y en 18 (26,87%) controles y 3
(10,71%) casos no fue posible identificar la especie de Leishmania. En cuanto a la variable especie
de Leishmania, la frecuencia de distribucién de estas no presenta diferencia entre casos y controles
(p= 0,2883, test exacto de Fisher, Tabla 4). Posteriormente se efectud la identificaciéon de LRV1 en

las muestras, mediante la amplificacion por RT-qPCR el ORF1, y se encontr6 que 10 casos y 5
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controles presentaban el virus, lo que correspondia a un 35,71% y 7,35% de cada grupo,
respectivamente. Para esta variable si se encontr6 una diferencia significativa entre grupos (p=
0,0012, Tabla 4), tras efectuar un test exacto de Fisher, y se evidencié un OR crudo de 6,824
(1C95%: 1,847 — 28,933) que indica un riesgo de adquirir LM casi 7 veces mayor si se presenta la
confeccion con LRV1 frente a si no se presenta.

Todos los controles recibieron tratamiento para LC. Por otro lado, el grupo de casos presentd 9
(32%) pacientes que no recibieron ningun tratamiento, ya sea porque no tuvieron la oportunidad o
porgue no tuvieron una lesion cutanea previa a la LM, frente a 19 (68%) que si lo recibieron. Tras
comparar ambos grupos, existe una diferencia significativa entre casos y controles para esta
variable, dado que todo paciente carente de tratamiento se ubica en el grupo de casos (p<0,0001,
test exacto de Fisher, Tabla 4). En cuanto al tipo de tratamiento, para aquellos que si lo recibieron,
en el grupo de controles, 64 (96,97%) pacientes fueron tratados con antimoniato de meglumina y 2
(3,03%) fueron tratados con ketoconazol; por otro lado, en el grupo de casos 7 (25%) fueron tratado
con antimoniato de meglumina, un paciente (3,57%) fue tratado con ketoconazol y otro (3,57%) con
miltefosina. Ambos grupos son comparables en cuanto al tipo de tratamiento recibido (p=0,072, test
exacto de Fisher, Tabla 4), siendo el antimoniato de meglumina el tratamiento mas frecuente en

ambos.

De los pacientes tratados, varios presentaron falla en terapéutica. Ante el tratamiento con
antimoniato de meglumina el 30,65% de los controles tratados con este medicamento presentaron
falla terapéutica, mientras que la totalidad de los casos curaron la lesion cutanea tras el tratamiento;
para el tratamiento con ketoconazol, 3 pacientes fueron tratados y dos de ellos lograron curar la
lesion, un caso y un control, mientras que el tercero, un control, presentd falla terapéutica.
Finalmente, el paciente con LM tratado con miltefosina presenté falla terapéutica. Una
comparacion entre casos y controles para falla terapéutica, sin discriminar por tipo de tratamiento,
no evidencié ninguna diferencia en el comportamiento de los casos frente a los controles (p =0,432,
test de Fisher, Tabla 4).

Tabla 4. Resumen y comparacion de caracteristicas clinicas y epidemioldgicas entre los grupos de pacientes
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diagnosticados con LM (casos) y con LC (Controles)

LC LM
Frecuencias  Frecuencias  Frecuencias  Frecuencias
Variable Categoria absolutas relativas absolutas relativas P-value
Sexo Femenino 18 0,26 9 0,32
Masculino 50 0,74 19 0,68 0,574*
Ecpecislinfoctante Leishm_apia §pp. 19 0,28 3 0,11
Ao LefelTEntE L. braZ|I|en5|_s 37 0,54 19 0,68
L. panamensis 11 0,16 5 0,18
L. guyanensis 1 0,01 1 0,04 0,253
Presencia LRV1 Si 5 0,07 10 0,36
No 63 0,93 18 0,64 0,0012
Tratamiento para Si 66 1 9 0,32
LC No 0 0 19 0,68 < 0,0001
Tipo de tratamiento Ar_1timon_io de meglumina 62 0,91 7 0,25
para LC Miltefosina 0 0,00 1 0,04
Ketoconazol 2 0,03 1 0,04 0,072
Falla terapéutica Si 20 0,29 1 0,04
No 44 0,65 8 0,29 0,432

Valores P obtenidos a mediante Test exacto de Fisher, * denota valores p obtenidos mediante prueba x> de Pearson
Andlisis estadisticos detallados en Anexo 1 — Analisis estadisticos: Caracterizacion de la poblacién de estudio

6.2 EVALUACION DE CONDICIONES DE PCR, PURIFICACION Y
SECUENCIACION PARA LA OBTENCION DE SECUENCIAS DE
TLR3

El disefio metodoldgico planeado inicialmente para la genotipificacion del gen TLR3 en muestra
clinicas, planteaba la amplificacion de los 5 exones que componen el gen y su posterior purificacion
y secuenciacion. Para la amplificacidén, se parti6 del protocolo establecido por Deeba y
colaboradores (2019) en dénde se efectia una PCR por cada uno de los exones: uno, dos, tres y
cinco, y cinco PCRs para la amplificacion del exdn 4, para un total de nueve procedimientos de
PCR por muestra. Para el proceso de estandarizacion se contdé con muestras diferentes a las
muestras a analizar en el proyecto, se utilizaron DNAs extraidos de sangre periférica de donantes y
DNAs extraidos de biopsias e hisopados pertenecientes a otros proyectos; estos ultimos
implementados para la corroboracién de la eficiencia de los protocolo estandarizados sobre DNA de
sangre periférica, pero en este tipo de muestras que pueden llegar a ser problematicas dada la

presencia de inhibidores y la calidad variable el DNA en algunos casos.

Para el proceso de estandarizacién de los protocolos de PCR, se partié de las condiciones de
premezcla y programas de temperaturas propuestos por Deeba et al. (2019) y se modificaron
condiciones como concentracion de MgCl,, temperatura de anillamiento y se determiné la cantidad
minima de templete requerida para la amplificacion efectiva. Estos procedimientos se desarrollaron
inicialmente con una Tag DNA polimerasa recombinante (invitrogen) en conjunto con Buffer KCl y

(NH4)2SO4 y posteriormente se efectuaron ensayos finales con la Platinum™ Taq DNA Polymerase
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High Fidelity (Invitrogen) y su respectivo Buffer. En algunos casos se evidencid que el buffer
(NH4)2SO4 resultaba mas apropiado para la amplificacion especifica de los fragmentos que el buffer
KCI; sin embargo, también resultd evidente que la implementacion de la Platinum™ Taq con su
respectivo buffer, optimizado para el funcionamiento de la misma, fue bastante mas favorable para
la amplificacion, lo cual se evidenci6 tanto en la especificidad de las bandas obtenidas como en la
robustez de la mismas tras la electroforesis en gel de agarosa (ver Figura 11). Partiendo de esto, se
establecié como buffer a implementar en la amplificacion de muestras clinicas, el buffer HiFi en

conjunto con la Platinum™ Taq HiFi.

Buffer HiFi Buffer (NH,),SO, Buffer KCI
Ladder 3

100bp | N C- M5 M7| N C- M5 M7 | N C- M5 M7

1t

Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa al 2%. Comparacién de la amplificacion de un fragmento problematico de
800bp utilizando Platinum™ Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen) en conjunto con su respectivo Buffer HiFi,
buffer (NH4)2SO4 y buffer KCI. Flechas rojas sefialan bandas inespecificas sobre 600bp y 400bp. N: Control negativo de
premezcla; C-: control negativo de zona de servida; M5 y M7: muestras problema; Ladder 100bp: Marcador de peso
molecular ZR 100 bp DNA Marker™.

Tras la estandarizacién de las cinco PCRs que permitirian la obtencion del exén 4 de TLR3, se evidencid que
la implementacién de esta aproximacion metodoldgica resultaba muy dispendiosa y requeria de una gran
cantidad de insumos que podrian ser optimizados tras un reajuste del protocolo. Con la intencion de optimizar
procesos Y reactivos para procesamiento de muestras clinicas, se prob6 la amplificacién de la totalidad del
exon en un solo procedimiento de PCR. Para esto, se utiliz6 una pareja de primers que combinaba el primer
forward del primer fragmento de las cinco iniciales y el primer reverse del quinto fragmento; adicionalmente
se utiliz6 un programa de temperaturas similar a los utilizados para la amplificacion de los fragmentos
pequefios, pero se ajustd la temperatura de anillamiento a una temperatura favorable para esta pareja de
primers. Un primer ensayo realizado, evidencié una amplificacion minima del exén, por lo que en ensayos
posteriores se tomaron dos medidas para optimizar esta amplificacion: (1) se incrementd el tiempo de
extension del programa de temperatura, para favorecer la accion de la DNA polimerasa y (2) se hizo uso de
un enhancer de PCR (Dimetilsulféxido, DMSO) que estabilizara la apertura de la cadena de DNA,

permitiendo a la polimerasa copiar el fragmento de gran tamario (aproximadamente 2200bp) (ver Figura 12).
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Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa al 2%. Comparacion de la amplificacion del exén 4 (2200bp) en diferentes
condiciones frente al uso de DMSO 5% y Platinum™ Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen), tras el incremento
del tiempo de extension. N: Control negativo de premezcla; C-: control negativo de zona de servida; M2: muestra
problema; 1Kb: Marcador de peso molecular ZR 1 kb DNA Marker™

Tras la estandarizacion de procesos de amplificacion de los exones de TLR3, se secuenciaron los
productos obtenidos de dichos procesos. Para ello, se estandarizé un protocolo de purificacion por
cromatografia en columna de Sephadex® G-50 (Cytiva). Se testeo este protocolo para la
purificacion de fragmentos de entre 400bp y 2200bp y se evidencid (1) una buena efectividad del
protocolo, dada por la disminucion de dimeros de primers evidenciados en electroforesis en gel de
agarosa y por la calidad de las secuencias obtenidas, y (2) una buena eficiencia del mismo,
evidenciada mediante la robustez de las bandas observadas por electroforesis en gel de agarosa y

por su cuantificacion con nanodrop.

Este protocolo de purificacion se implement6 para el analisis de amplicones obtenidos durante la
estandarizacion y para la obtencién de resultados correspondientes a los exones 2 y 3; sin embargo,
las purificaciones de muestras clinicas de dichos exones evidenciaron nuevamente la necesidad de
optimizar procesos, ya que la preparacion de columnas de Sephadex y el procedimiento de
purificacion subsiguiente requiere de bastante tiempo, lo cual no resulta apropiado para el
procesamiento de grandes volimenes de muestras. Por consiguiente, se efectud una aproximacion a
la purificacion del exdn 4 por medio de precipitacién salina con acetato de amonio 5M. Al
comparar los purificados obtenidos mediante purificacién con Sephadex contra los resultados de la
precipitacion salina, se evidencié que este Ultimo protocolo tenia una efectividad similar, aunque
una menor eficiencia; sin embargo, las cantidades de amplicon obtenidas mediante precipitacion
salina fueron suficientes para el proceso de secuenciacion del exén 4 y dicho procedimiento contaba

con la ventaja de una menor duracién, lo que permiti6é una optimizacion del proceso de purificacién.
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Para cada uno de los exones analizados se efectuaron ensayos previos de secuenciacion y analisis de
secuencias. Se tomoé el servicio de secuenciacion por electroforesis capilar de Macrogen (Seul,
Korea) y para la mayoria de los amplicones secuenciados se obtuvieron secuencias limpias,
concordantes con la secuencia de referencia y con una buena cobertura (igual o cercana al 100% de
cada exon). El exdn 4 fue la Unica excepcidn, ya que presentdé dos inconvenientes durante las
primeras aproximaciones al secuenciamiento. El primer inconveniente que se registrd fue la
obtencion de secuencias reverse de baja calidad, secuencias con picos mezclados y gran cantidad de
ruido de fondo. Esto se debi6 a que el primer implementado anillaba en una zona rica en AT, lo que
probablemente indujo una mala polimerizacion de esta zona durante el proceso de secuenciacion.
Ante esta situacion, se implementd un primer alterno, también reportado por Deeba et al. (2019)
para este proceso. El segundo inconveniente evidenciado fue la poca cobertura de las secuencias
obtenidas, la cual oscilaba entre el 40 y el 55% del exdn; esto resulto problemético, ya que las
secuencias forward y reverse no lograban alinearse entre si, en algunos casos ni siquiera se
sobrelapaban, y por tanto no se lograba la confirmacion de secuencia que se esperaba al generar el
secuenciamiento en ambas direcciones. Cémo solucion a esta problematica, se efectud un ensayo
previo en el cual se parti6 del amplicon de 2,2Kb del exdén 4 en su totalidad y se secuencid en dos
fragmentos de aproximadamente 1,5Kb, lo que se logré mediante la combinacién de dos parejas de
primers de las PCR pequefas inicialmente planteadas para la amplificacidn de este exon; se tomd el
primer forward del primer fragmento del exén 4, en conjunto con el primer reverse del tercer
fragmento, y el primer forward del tercer fragmento junto con el primer alternativo ya mencionado
para la secuenciacion reverse. Esta aproximacion permitié la obtencion de secuencias forward y

reverse con una cobertura igual 0 muy cercana al 100% del exén.

6.3 AMPLIFICACION Y GENOTIPIFICACION

Se implementaron 3 protocolos de PCR para la amplificacion de los exones dos, tres y cuatro de
TLR3. Se decidio no amplificar el exdn uno al no ser region codificante (region 5’UTR), ni el exon

5 ya que no poseia mayores variaciones reportadas para poblacion latinoamericana.

Se logré obtener amplificacion de 91 muestras para el exén 2, las cuales fueron purificadas y
secuenciadas. Tras la recepcién de las secuencias se excluyeron algunas muestras dada la baja
calidad de sus secuencias. En total, se analizaron 83 muestras, 23 casos y 60 controles, y ese
encontré la presencia de una variacion C > A sobre el inicio del exdn. Al contrastar esta

informacion con la base de datos doSNP de NCBI se identificé este polimorfismo como rs3775296
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una variacion sobre la region 5’UTR del gen (ver Figura 13). Se evidencié que la frecuencia de
aparicion del alelo A fue de 0,21 (Tabla 5).

Para el andlisis del exon 3 de TLR3 se amplificaron y secuenciaron 55 muestras, 24 casos y 32
controles. Si bien en esta regién se encuentran varios SNPs reportados, para Latinoamérica la
frecuencia de los alelos dominantes de estos es de 1, lo que es consistente con la ausencia de
variaciones evidenciadas en este estudio. Dado que en no se encontr6 ningin SNPs en este exon, y
que los reportes de frecuencias alélicas para Latinoamérica no permiten pensar que un aumento del
n permita encontrar alguna variacion, se decidié no secuenciar dicha region en mas muestras, lo que

explica el bajo tamafio de muestra que aqui se tiene.

El exdn 4 se amplificé en su totalidad (aprox 2200bp) utilizando la pareja de primers e4.1F-TLR3 y
e4.5R-TLR3, pero se secuencio en dos fragmentos de aproximadamente 1500bp implementando
dos parejas de primers: e4.1F-TLR3 y e4.3R-TLR3, para el primer fragmento, y e4.3F-TLR3 y
2e4.5R-TLR3, para el segundo fragmento (ver Tabla 2 y Figura 9). Tras el analisis de secuencias se
evidenciaron tres variaciones sobre la primera mitad del exén la cuales se identificaron como:
rs764010322 (A > G), rs3775291 (C > T) y rs3775290 (C > T) (ver Figura 13).

rs764010322 (A > G) es una variante sindnima, es decir que no genera un cambio de aminoacido en
la proteina resultante; se evidencio una frecuencia de aparicion del alelo G del 0,071 en la totalidad
de la muestra analizada (Tabla 5). rs3775290 tiene dos posibles variaciones C > A, una variacion no
sinénima que induce el cambio del aminoacido 459 de Fenilalanina (Phe) a Leucina (Leu) en la
proteina resultante, y C > T una variacion sinénima; en este estudio Unicamente se evidencio la
variacion sindnima C > T vy el alelo menos frecuente T tuvo una frecuencia de aparicion del 0,322
(Tabla 5). Finalmente, rs3775291 es un SNPs altamente estudiando en este gen debido a que el
cambio C > T constituye una variacion no sinénima L (Leu) > F (Phe) en el aminoacido 412 del

receptor, dicho alelo T se evidenci6 con una frecuencia de 0,372 (Tabla 5).

Tabla 5. Distribucidn de frecuencias alélicas de los polimorfismos (SNPs)
evidenciados en el gen TLR3 en la totalidad de la muestra.

SNPs Locacién Alelo Frecuencias Frecue_zncias
absolutas relativas

s3775296 5'UTR C 128 0,790
A 34 0,210

r1s764010322 Exon 4 A 130 0,929
G 10 0,071

rs3775291 Exon 4 C 103 0,628
T 61 0,372

rs3775290 Exon 4 © 99 0,678
T 47 0,322
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Figura 13. Locacion SNPs evidenciados en este estudio en el gen TLR3. Variaciones en gris representan mutaciones
sinénimas, variaciones en negro representan variaciones no sindénimas cuyo cambio de aminodcido se encuentra
igualmente indicado en fuente negra. No se evidenci6 ningdn SNP en la region codificante del exén 2 ni en el exdn 3; la

region codificante del exén 5 no fue secuenciada.

6.4 POLIMORFISMOS DE TLR3 EN POBLACION COLOMBIANA

La estructura genética de este receptor ha sido poco estudiada en poblacion colombiana, a la fecha
el Unico reporte que se tiene es el estudio de Avendafio-Tamayo et al (2019) en donde se analiza el
comportamiento de la variacion rs3775290 entre diferentes grupos poblacionales de Colombia. En
este estudio, desafortunadamente no se contd con informacion referente a grupos poblacionales al
interior de Colombia, por lo que un anélisis de este tipo no fue posible. Adicionalmente, hasta el
momento no se cuenta con informacion referente a las demés variaciones del gen aqui encontradas

para poblacién colombiana.

Se analiz6 el equilibrio Hardy-Weinberg sobre el grupo de controles. Este analisis evidencid que la
poblacion en estudio se encuentra en equilibrio para los SNPs rs3775296 (p=0,507), rs3775291
(p=0,741) y rs3775290 (p=0,614), mas no para rs764010322 (p<0,001). Este dltimo SNP no se

encuentra en equilibrio dado que no se evidenciaron heterocigotos en la muestra.

Posteriormente se hicieron comparaciones pareadas entre las frecuencias alélicas observadas y
frecuencias de referencia en distintos grupos poblacionales (poblacién latinoamericana, europea,
africana y asiatica, Tabla 6) reportadas a partir de proyectos de identificacion de variaciones como
lo son NCBI ALFA (National Center for Biotechnology Information Allele Frequency Aggregator)
y EXAC (The Exome Aggregation Consortium).

El comportamiento de la poblacion colombiana frente a rs3775296 es bastante similar al de las
demas poblaciones evaluadas (p>0.05). rs764010322 evidencié un comportamiento diferente. Se
observé una diferencia significativa entre las frecuencias observadas para este polimorfismo frente a
las reportadas en todos los grupos poblacionales estudiados, lo cual parece estar dado por una
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mayor frecuencia de aparicion del alelo menos frecuente (G) en la poblacion de estudio, este alelo
fue reportado en el 8% de los pacientes muestreados mientras que en poblacion latinoamericana y
europea tiene una frecuencia de aparicion del 0,009% y 0,003%, respectivamente, ademas este alelo
no se ha evidenciado en poblacién africana ni asiatica. En cuanto al SNP rs3775291 el
comportamiento es bastante similar en todas las poblaciones, incluyendo la poblacion de estudio, a
excepcion de la poblacidon africana en donde el alelo T tiene una frecuencia de aparicion mucho mas
baja que en las demas poblaciones. Y por Ultimo se evidencié que el comportamiento del
polimorfismo rs3775290 en la muestra de estudid resultdé bastante diferente a las demas
poblaciones, esto, ya que se encontro la presencia del alelo C y del alelo T en la muestra de estudio,
con una frecuencia del 67% y del 33%, respectivamente, mas no se evidencié el alelo A. Dicho
alelo A si se ha evidenciado en poblacion asiatica, pero con una baja frecuencia de 0,4% , lo cual no
resulta en una diferencia estadisticamente significativa frente a la muestra de estudio (p>0.05). En
poblaciéon latinoamericana, europea y africana, por otro lado, este alelo A tiene una mayor
frecuencia de aparicion, 3,4%, 22,7% y 6,7% respectivamente, lo cual si supone una diferencia con
a muestra aqui evaluada (p>0,05); ademas, cabe mencionar que otra diferencia evidenciada con
estas poblaciones es que, en poblacién europea a diferencia de la muestra, la frecuencia del alelo A
es mayor a la del alelo T, y en poblacién africana, las frecuencias de estos dos alelos son muy

similares.
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Tabla 6. Distribucién de frecuencias alélicas de polimorfismos (SNPs) observadas en gen TLR3 en pacientes con LC (controles) y frecuencias reportadas por NCBI ALFA (National Center for

Biotechnology Information Allele Frequency Aggregator) y en EXAC (The Exome Aggregation Consortium) para diferentes grupos poblacionales

Muestra

Poblacién latinoamericana

Poblacién Europea

Poblacién Africana

Poblacién Asiatica

Frecuencias Frecuencias Frecuencias Frecuencias Frecuencias P
SNPs Locacion Alelo | n observadas n reportadas P Value* n reportadas P Value* n reportadas P Value* n reportadas Value*
rs3775296 5'UTR C 60 0,808 1.484 0,827 3.185.546 0,812 111.718 0,842 6.964 0,772
Exoén 2 A 0,192 0,173 0,708 0,188 0,942 0,158 0,475 0,228 0,504
rs764010322
i Exon 4 A 50 0,920 11,578 0,99991 773.352 0,99997 110.404 1 2.516.622 1
G 0,080 0,00009 <0,0001 0,00003 <0,0001 0 <0,0001 0 <0,0001
rs3775291 Exon 4 C 56 0,661 5.010 0,728 302.672 0,707 12.028 0,942 6.982 0,691
T 0,339 0,272 0,265 0,293 0,451 0,058 <0,0001 0,309 0,628
rs3775290 Exon 4 C 49 0,670 696 0,818 178.632 0,705 4.258 0,855 6.266 0,668
T 0,330 0,148 0,072 0,078 0,328
A 0,00 0,034 0,002 0,223 < 0,0001 0,067 < 0,0001 0,004 0,906

* Para este SNP se muestra frecuencias obtenidas de EXAC, en este no se reportan frecuencias especificas para Latinoamérica sino generales de poblacién americana
* Valor P obtenido a mediante Prueba y* de Pearson para la comparacion entre frecuencias observadas y las frecuencias para cada una de las poblaciones
Andlisis estadisticos detallados en Anexo 1 — Andlisis estadisticos: Polimorfismos de TLR3 en poblacién colombiana
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6.5 EVALUACION DE LA RELACION ENTRE LAS FRECUENCIAS
ALELICAS Y GENOTIPICAS DE TLR3 Y EL DESARROLLO DE

LEISHMANIASIS MUCOSA

Tras la genotipificacion de TLR3 en muestras clinicas de pacientes diagnosticados con LMy LC, y
la identificacion de 4 polimorfismos en los exones 2 y 4 del mismo, se determinaron las frecuencias
alélicas de cada uno de los SNPs encontrados. Partiendo del analisis de equilibrio Hardy-Weinberg
ya mencionado, en donde se evidencié que la poblacion de estudiéd no se encontraba estratificada
para ninguna de las variaciones en estudio a excepcion de rs764010322, se procedi6 a efectuar
analisis de asociacion entre los alelos registrados para los polimorfismos en equilibrio y el
desarrollo de LM. Para ello, se discriminaron las frecuencias alélicas absolutas de los SNPs por
grupos, casos y controles, se determinaron frecuencias alélicas relativas (Tabla 7) y se efectu6 una
comparacion de ambos grupos mediante un test exacto de Fisher para evaluar si existe alguna
asociacion entre los alelos evidenciados y el desarrollo de LM. Como se puede observar en la
Figura 14, la distribucion de frecuencia alélicas entre casos y controles es muy similar, por lo que
no se encontrd ninguna diferencia estadisticamente significativa (p>0,05, Tabla 7) que sugiriera

alguna asociacion entre uno de los alelos evidenciaos y el desarrollo de LM.

Tabla 7. Distribucion de frecuencias alélicas de polimorfismos (SNPs) evidenciados en gen TLR3 en pacientes con LC
y pacientes con LM

LC LM
Frecuencias  Frecuencias  Frecuencias  Frecuencias
SNPs Locacion  Alelo absolutas relativas absolutas relativas P-value* OR (IC 95%)

1s3775296 5'UTR C 97 0,808 31 0,738
A 23 0,192 11 0,262 0,336 1,49 (0,58 -3,63)

rs764010322  Exo6n 4 A 92 0,920 38 0,950

G 8 0,080 2 0,050

rs3775291 Exon 4 C 72 0,655 31 0,574
T 38 0,345 23 0,426 0,316 1,41 (0,68 -2,88)

rs3775290 Exon 4 © 66 0,673 33 0,688
T 32 0,327 15 0,313 0.865 0,94 (0,41-2,08)

* Valor P obtenido a mediante Prueba y? de Pearson
Andlisis estadisticos detallados en Anexo 1 — Anélisis estadisticos: Evaluacion de la relacién entre las frecuencias alélicas y genotipicas de TLR3 y el
desarrollo de Leishmaniasis mucosa
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Figura 14. Distribucion de frecuencias alélicas relativas de los polimorfismos rs3775296 (A) rs764010322 (B),
rs3775291 (C) y rs3775290 (D) en los casos (LM) y controles (LC). Para los cuatro polimorfismos analizados se
encuentra una distribucion de frecuencias alélicas semejante entre los grupos analizados, por lo que no se evidencio
ninguna diferencia estadisticamente significativa entre ellos (p>0,05)

Dado que no se evidenci6 que la presencia de ningln alelo de cada uno de los SNPs encontrados
estuviera relacionado con el desarrollo de LM; se procedi6 a evaluar si el genotipo para cada una de
las variaciones evidenciadas podria estar relacionado con el desarrollo de LM. La Tabla 8 muestra
la distribucién de frecuencias genotipicas de cada polimorfismo en la muestra de estudio,
discriminada entre casos (LM) y controles (LC). Como se puede evidenciar en la Figura 15, la
distribucién de frecuencias genotipicas entre casos y controles es muy similar para los cuatro
polimorfismos evidenciados. Al efectuar el test de Fisher para comparar los grupos, nuevamente no

se evidencio ninguna asociacion entre los genotipos registrados y el desarrollo de LM (p>0,05,
Tabla 8)

Tabla 8. Distribucion de frecuencias genotipicas de polimorfismos (SNPs) evidenciados en gen
TLR3 en pacientes con LC y pacientes con LM

LC LM
Frecuencias  Frecuencias  Frecuencias  Frecuencias
SNPs Locacion  Genotipo absolutas relativas absolutas relativas P-value*

rs3775296 5'UTR CC 40 0,667 10 0,476
CA 17 0,283 11 0,524

AA 3 0,050 0 0,000 0,125
s764010322 Exo6n 4 AA 46 0,920 19 0,950
AG 0 0,000 0 0,000
GG 4 0,080 1 0,050
rs3775291 Exo6n 4 CC 24 0,436 8 0,296
CT 24 0,436 15 0,556

TT 7 0,127 4 0,148 0,443
rs3775290 Exo6n 4 CE 23 0,469 11 0,458
CT 20 0,408 11 0,458

TT 6 0,122 2 0,083 0,883

* Valor P obtenido a mediante Test exacto de Fisher
Andlisis estadisticos detallados en Anexo 1 — Andlisis estadisticos: Evaluacion de la relacién entre las frecuencias alélicas y
genotipicas de TLR3y el desarrollo de Leishmaniasis mucosa
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Figura 15. Distribucion de frecuencias genotipicas relativas de los polimorfismos rs3775296 (A) rs764010322 (B),
rs3775291 (C) y rs3775290 (D) en los casos (LM) y controles (LC). Para los cuatro polimorfismos analizados se
encuentra una distribucion de frecuencias genotipicas semejante entre los grupos analizados, por lo que no se evidencié
ninguna diferencia estadisticamente significativa entre ellos (p>0,05)

6.6 EVALUACION DE LA RELACION ENTRE LAS FRECUENCIAS
ALELICAS Y GENOTIPICAS DE TLR3 Y EL DESARROLLO DE
LEISHMANIASIS MUCOSA EN EL CONTEXTO DE COINFECCION
LEISHMANIA SPP. - LRV1

TLR3 es un PRR endosomal que se activa tras el reconocimiento de dsRNAs (Abbas et al., 2015)
como lo es el genoma de LRVL, virus que infecta parasitos del género Leishmania, y se ha
evidenciado la activacion de dicho receptor durante procesos de coinfeccion Leishmania spp. -
LRV1 (lves et al., 2011). Es por ello, que pretende evaluar si las variaciones inducidas en este
receptor a raiz de la presencia de SNPs en su gen codificante podrian estar asociadas con el
desarrollo de LM en el contexto de coinfeccion Leishmania spp. - LRV1. Nuevamente se efectud un
analisis de equilibrio Hardy-Weinberg sobre los controles LRV1+, donde una vez mas se evidencid
que la muestra cumple con el equilibrio para los polimorfismos rs3775296, rs3775291 y rs3775290,
por lo que se prosiguid con los analisis e asociacién sobre estos, mas el SNP rs764010322 no

cumplié con el equilibrio, por lo que no fue sujeto a los andlisis subsiguientes.

Posteriormente, se efectuaron comparaciones mediante un Test exacto de Fisher de la distribucién
de frecuencia alélicas de cada SNP evidenciado en este estudio entre el grupo de casos y el grupo de
controles, esto Gnicamente para aquellas muestras a quienes previamente se le habia identificado la
presencia del LRV1 mediante RT-qPCR, es decir 20 casos y 10 controles. En la se evidencian las
frecuencias alélicas encontradas en la muestra de pacientes LRV1+ para los diferentes SNPs

encontrados. Como se puede apreciar en la Figura 16, la distribucion de frecuencias es muy similar
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entre casos y controles, por lo que no se evidencia ninguna relacion entre las frecuencias alélicas
encontradas y el desarrollo de LM en el contexto de coinfeccién con LRV1 (p>0,05, Tabla 9).

Tabla 9. Distribucion de frecuencias alélicas de polimorfismos (SNPs) evidenciados en gen TLR3 en pacientes con LC y
pacientes con LM que presentan Leishmania RNA virus 1 (LRV1+)

LC LM
Frecuencias  Frecuencias  Frecuencias  Frecuencias
SNPs Locacion  Alelo absolutas relativas absolutas relativas P-value* OR (IC 95%)
rs3775296 5'UTR C 9 0,90 6 0,75
A 1 0,10 2 0,25 0,558 2,82 (0,121 -195,98)
rs764010322 Exo6n 4 A 10 1,00 14 1,00
G 0 0,00 0 0,00
rs3775291 Exén 4 C 7 0,70 12 0,60
T 3 0,30 8 0,40 0,702 1,53 (0,25-11,98)
rs3775290 Exo6n 4 C 7 0,70 12 0,60
T 3 0,30 8 0,40 0,702 1,53 (0,25-11,98)

* Valor P obtenido a mediante Test exacto de Fisher
Andlisis estadisticos detallados en Anexo 1 — Andlisis estadisticos: Evaluacion de la relacion entre las frecuencias alélicas y genotipicas de TLR3 y el
desarrollo de Leishmaniasis mucosa en el contexto de coinfeccion Leishmania spp. - LRV1
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Figura 16. Distribucién de frecuencias alélicas relativas de los polimorfismos rs3775296 (A) rs764010322 (B),
rs3775291 (C) y rs3775290 (D) en casos (LM) y controles (LC) LRV1+. Para los cuatro polimorfismos analizados se
encuentra una distribucion de frecuencias alélicas semejante entre los grupos analizados, por lo que no se evidencid
ninguna diferencia estadisticamente significativa entre ellos (p>0,05)

De igual forma, se evalud si existia una relacion entre los genotipos del polimorfismo en estudio
con el desarrollo de LM en el contexto de coinfeccion con LRV1. Se establecieron las frecuencias
genotipicas de los SNPs en casos y controles Unicamente de muestras LRV1+ () y se evidencié un
comportamiento similar entre estos dos grupos comparados (Figura 17), lo cual se confirmé
mediante un test exacto de Fisher en donde no se evidenciaron diferencias significativas entre
grupos (p>0,05, Tabla 10)
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Tabla 10. Distribucion de frecuencias genotipicas de polimorfismos (SNPs) evidenciados en gen TLR3 en
pacientes con LC y pacientes con LM que presentan Leishmania RNA virus 1 (LRV1+)

LC LM
Frecuencias Frecuencias Frecuencias  Frecuencias
SNPs Locacion  Genotipo absolutas relativas absolutas relativas P-value*
rs3775296 5'UTR CcC 4 0,8 2 0,5
CA 1 0,2 2 0,5
AA 0 0,0 0 0,0 0,5238
rs764010322 Exo6n 4 AA 5) 1,0 7 1,0
AG 0 0,0 0 0,0
GG 0 0,0 0 0,0
rs3775291 Exon 4 CcC 2 0,4 3 0,3
CT 3 0,6 6 0,6
TT 0 0,0 1 0,1 1
rs3775290 Exon 4 CcC 3 0,6 4 0,4
CT 1 0,2 4 0,4
TT 1 0,2 2 0,2 0,7902

* Valor P obtenido a mediante Test exacto de Fisher
Andlisis estadisticos detallados en Anexo 1 — Andlisis estadisticos: Evaluacion de la relacion entre las frecuencias alélicas y genotipicas
de TLR3 y el desarrollo de Leishmaniasis mucosa en el contexto de coinfeccion Leishmania spp. - LRV1
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Figura 17. Distribucion de frecuencias genotipicas relativas de los polimorfismos rs3775296 (A) rs764010322 (B),
rs3775291 (C) y rs3775290 (D) en casos (LM) y controles (LC) LRV1+. Para los cuatro polimorfismos analizados se
encuentra una distribucion de frecuencias genotipicas semejante entre los grupos analizados, por lo que no se evidencid
ninguna diferencia estadisticamente significativa entre ellos (p>0,05)
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7 DISCUSION

TLR3 es PRR endosomal que reconoce dsRNAs y activa lo que se conoce como una respuesta
inmune antiviral mediada por IFNs tipo 1 (Abbas et al., 2015). Ensayos in vivo con ratones TLR3-/-
han relacionado este receptor con la persistencia parasitaria, el incremento de citoquinas y
quimioquinas proinflamatorias y con una mayor inflamacion localizada y diseminada, en contexto
de confeccion Leishmania — LRV1 (lves et al., 2011; Rossi et al., 2017). El estudio de
inmunopolimorfismos ha evidenciado que las variaciones genéticas de algunos actores del sistema
inmune pueden relacionarse con procesos de resistencia o susceptibilidad a infecciones de diferente
indole (Suprabhat Mukherjee et al., 2019; Schroder & Schumann, 2005). En el caso de TLR3, la
variacion L412F (rs3775291) ha sido ampliamente estudiada en contextos de infeccion viral y se ha
evidenciado que, dependiendo de la infeccidn, puede inducir susceptibilidad como es el caso de la
infeccion por virus de DNA como citomegalovirus (Studzifiska et al., 2017), Herpes virus tipo 1
(Yang et al., 2012) o Hepatitis B (HBV), asi como en virus de RNA monocatenario como Virus de
la Hepatitis C (HCV) (Geng et al., 2016), entre otros; sin embargo, en otros contextos, también de
virus de DNA bicatenarios como Herpes virus tipo 2 (Svensson et al., 2012) o en virus de RNA
retrotranscrirto como VIH (Sironi et al.,, 2012), se ha evidenciado una menor incidencia de
infeccion al presentar el alelo T que induce la variacion L412F. A partir de esto, esta investigacion
tuvo como objetivo evaluar si existia alguna asociacion entre los polimorfismos de TLR3 presentes
en poblacién colombiana y el desarrollo de Leishmaniasis, mas puntualmente de LM, y si existia

una asociacion con esta en el contexto de coinfeccion Leishmania-LRV1.

LRV1, es un virus que infecta el parasito Leishmania y que se ha visto asociado con el desarrollo de
LM. Cantanhéde y colaboradores (2015) evidencian una frecuencia de aparicion de LRV1 en
muestras provenientes de pacientes con LM en Brasil del 71,%, frente a una frecuencia del 63,3%
en pacientes con LC; este estudio, evidencié una asociacion entre la presencia de dicho virus y el
desarrollo de LM con un riesgo relativo de 2,93 (C195% 1,57 — 5,46, p<0,001). Por otro lado,
Pazmifio, et al. (2021) reportan en poblacién colombiana que la presencia de este virus en pacientes
con LM es del 33,3% vy del 8,6% en pacientes con LC, si bien las frecuencias evidenciadas en este
estudio son mas bajas que las evidenciadas por Cantanhéde y colaboradores (2015), este estudio
también evidencid una asociacién entre estas variables, donde la presencia de LRV1 incrementa en
6,86 (1C95%: 1,48 — 27,00, p=0,0014) veces el riesgo de desarrollar LM frente a infecciones
carentes de este virus. El presente este estudio se evidencid una asociacién entre la presencia de

LRV1y el desarrollo de LM, con un OR de 6,824 (IC95%: 1,847 — 28,933, p=0,0012).
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Otra variable que se observd que puede estar asociada con el desarrollo de LM fue la variable
tratamiento para LC (p<0,0001). Frente a ésta, como se muestra en la Tabla 4, se encontrdé que la
totalidad de los pacientes que no recibieron ningdn tipo de tratamiento para LC se distribuian en el
grupo de casos, pacientes que no recibieron tratamiento ya sea porque no desarrollaron lesion
cutanea previa al evento mucoso o por otras razones. En este estudio se evidencio una diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos evaluados para esta variable, lo cual podria
explicarse ya que otros estudios reportan que el no obtener tratamiento para LC puede resultar un
factor de riesgo para el desarrollo de LM (Mufioz & Davies, 2006; Fredy Alexander Pazmifio,
2020). Ademas de estas dos variables, tras evaluar otros posibles factores de riesgo como lo son:
sexo, edad a la hora de adquirir el evento cutaneo, especie infectante de Leishmania, entre otros, no

se evidenci6 ningun otro factor que pudiese influir en el desenlace mucoso de la infeccion.

Posteriormente, se analizaron los exones dos, tres y cuatro del gen TLR3, los cuales codifican cerca
del 91,5% del receptor. Se encontraron 4 polimorfismos en la poblacion de estudio: un
polimorfismo sobre la region 5’UTR (rs3775296), dos mutaciones sindénimas en el exén 4
(rs764010322 y rs3775290) y una mutacién no sinénima (rs3775291) que corresponde a la
variacion L412F, ubicada sobre el dominio de reconocimiento de dsRNA aproximadamente en la
LRR15 (UniProt, n.d.).

r$3775296 es una variacion C > A en la region 5’UTR de TLR3 que ocurre 7 nucledtidos antes del
ORF. El alelo menos frecuente de esta variacion (A) tiene una frecuencia de aparicion de entre el
15% vy el 22% en la poblacién mundial, de acuerdo con los datos reportados en ALFA NCBI. Este
estudio reportd una frecuencia del 19,2% para la totalidad de la muestra (Tabla 5Error! Reference
source not found. y Tabla 6) por lo que la distribucion de frecuencias alélicas de la poblacion

colombiana evaluada resulta muy similar al comportamiento reportado para la poblacién mundial.

Dado que esta es una variacion relativamente frecuente, se han efectuado diversos estudios de
asociacién gendémica para evaluar las implicaciones de esta en contextos de infeccion viral y cancer.
Este SNP no presentd ninguna asociacion con el desarrollo de la infeccidn por Virus de la Hepatitis
C (Zayed et al., 2017) ni con citomegalovirus (Studzinska et al., 2017), frente a este Gltimo se
evidencié una mayor frecuencia de heterocigotos en individuos infectados e incluso se llegd a
plantear que este genotipo duplicaba el riesgo de infeccion por citomegalovirus, pero esta
conclusion se descartd tras efectuar una correccién de Bonferroni para comparaciones multiples.
Por otro lado, estudios reportan una distribucion desigual de frecuencia alélicas y genotipicas entre
pacientes infectados y no infectados con virus linfotrépico humano de células T tipo 1 (HTLV-1),
con un OR de 0,603 (1C95%: 0,380-0,957) se evidencio que la presencia del alelo A resultaba un
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factor protector ante la infeccion con HTLV-1 (Habibabadi et al., 2020). En contraparte a esto, es
alelo A se asocio con la aparicion de cancer de seno y se evidencié una mayor frecuencia de este en
pacientes con tumores de mayor tamafio, por lo que se reporta como un factor de mal prondstico y
susceptibilidad a este tipo de cancer. Aln no es totalmente claro el mecanismo mediante el cual
podria ocurrir esto, Habibabadi y colaboradores (2020) plantearon la posibilidad de una
desregulacion de la expresion de este receptor tras la modificacion de su region 5’UTR, no obstante,
efectuaron un ensayo de expresion para esta variante y no encontraron variaciones frente a la

presencia del alelo comdn.

El trabajo aqui presentado, efectu6 un analisis de asociacion entre este polimorfismo y el desarrollo
de LM con o sin la confeccion con LRV1; como resultado, similar a lo que ocurre con HCV y
HCMV, esta variacioén no parece relacionarse ni con un efecto protector ni con un mayor riego de

desarrollo de LM.

El segundo SNP evidenciado (rs764010322) es el cambio A > G en el nucledtido 735, la
modificacion ocurre en el tercer nucleétido del codén codificante para el aminodcido 245 del
receptor; constituye una mutacién sinénima, por lo que la leucina alli codificada no varia frente a
este SNP. Para este polimorfismo el proyecto ALFA NCBI reporta una frecuencia de 1 para el alelo
Ay 0 para el alelo G en todas las poblaciones muestreadas; el proyecto EXAC, por otro lado, si ha
evidenciado esta variacion en los exomas secuenciados, pero con una muy baja frecuencia de
aparicion del alelo G, una frecuencia global de aproximadamente 0,0025%. En el presente trabajo
se evidencio una frecuencia de aparicion del alelo G del 8%, lo cual resulta significativamente
mayor incluso que la poblacion latinoamericana (p<0,0001,Tabla 6). Cabe resaltar que una
observacion bastante llamativa de este estudio fue la ausencia de heterocigotos en la poblacion, se
encontrd un total de 65 individuos con genotipo homocigoto para el alelo mas frecuente, AA, y 5
homocigotos para el alelo menos frecuente, GG. Dada su baja frecuencia, mas alla del reporte de la
variacién rs764010322, no se tiene mayor informacion sobre las implicaciones que podria 0 no
llegar a tener, ya que a la fecha la Unica informacion al respecto disponible es un reporte en la base
de datos ClinVar (VCV000792634.2) en donde se plantea un posible rol benigno ante encefalitis
por Herpes virus simplex-1 (NCBI, 2018).

En el presente estudio no se evalud la asociacion de la variante rs764010322 de TLR3 con el
desarrollo de LM, ya que tras evaluar el equilibrio Hardy-Weinberg sobre el grupo de controles, se
encontrd que la poblacién de estudio dista de estar en equilibrio para este SNP en particular. La ley
de Hardy-Weinberg plantea que el pool genético de una poblacion, que cumple con algunos

supuestos, es constante; lo que significa que las frecuencias alélicas de un determinado gen
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prevalecen a lo largo de las generaciones y a partir de ello es posible predecir las frecuencias
genotipicas dentro de la poblacién. Los supuestos de los que parte la ley de Hardy-Weinberg son:
(1) la poblacion es muy grande, virtualmente infinita, (2) los organismos que la componen son
diploides, (3) la reproduccion de estos es sexual, pero no existen procesos de seleccion sexual por lo
que el apareamiento es aleatorio, (4) no hay migracién, flujo génico ni estructuracion poblacional,
(5) no hay mutacion o su tasa es tan baja que resulta despreciable, y finalmente (6) no hay presiones
de seleccion evolutiva que afecten a los alelos en consideracion (Hamilton, 2009; Lorenzano, 2014).
Evaluar el equilibrio Hardy-Weinberg es fundamental para desarrollar estudios de asociacion
gendmica, ya que permite identificar la existencia de sesgos que pueden influenciar los resultados

de asociacion que se encuentren.

Cuando una poblacién no se encuentra en equilibrio Hardy-Weinberg, significa que alguno de los
supuestos de los que se parte no se esta cumpliendo, es decir que puede tratarse de una poblacién
pequefia, una poblacion estructurada o estratificada, que existe algin tipo de presion de seleccion ya
sea sexual o evolutiva, o que hubo un proceso de mutacién relativamente reciente que adn no
alcanza el equilibrio; esto en cuanto a caracteristicas propias de la poblacién, no obstante, otro
factor que puede influir en el andlisis de equilibrio son errores durante el proceso de
genotipificacion (Soriguer & Morcillo, 2007). EI SPNs rs764010322 no se encuentra en equilibrio
en la poblacion analizada, lo cual ocurre debido a que la ausencia de heterocigotos evidencia una
estructura genotipica diferente a la que se esperaria a partir de las frecuencias alélicas observadas.
La identificacion de heterocigotos en este estudio se efectud evidenciando dobles picos en los
electroferogramas obtenidos tras la secuenciacién por electroforesis en capilar, mientras los
homocigotos se determinaron mediante la aparicion de picos sencillos. Mediante esta metodologia,
errores comunes en la secuenciacion podrian generar ruido que de manera artificial simularan la
presencia de heterocigotos. Esto es consecuente con lo reportado por Chen, Cole y Grond-Ginsbach
(2017) quienes, a partir de un analisis de genomas contenidos en la base de datos EXAC, mencionan
gue la ganancia de heterocigotos puede asociarse errores de genotipificacion y que, por el contrario,
la perdida de estos, como se observa en este estudio, podria deberse a procesos bioldgicos. Bajo esta
premisa, se podria menospreciar la incidencia de errores de genotipificacion en el fenbmeno aqui
observado; sin embargo, cabe mencionar que el mecanismo que genotipificacion implementado no
es el mas robusto para la identificacion de heterocigotos por lo que para descartar esta variable seria
necesario implementar otras técnicas mucho mas especificas como PCR-RFLP o secuenciacion

posterior a clonacion.
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Menospreciando la posible incidencia del error de genotipificacion en este resultado, es posible que
este fendmeno se explique por algun tipo de seleccion natural purificadora, es decir una tendencia
evolutiva hacia la perdida de esta variante, lo cual seria consecuente con las muy bajas frecuencias
de aparicion del alelo menos frecuente en poblacion global. También vale la pena resaltar que la
totalidad de las muestras secuenciadas proceden de pacientes con diagnostico de Leishmaniasis, lo
que podria per se inducir un sesgo en la poblacién de estudio que no es posible detectar dada la
carencia de controles sanos, los cuales no se evaluaron por el objetivo mismo de la investigacion. A
partir de esto, dicho polimorfismo no fue objeto de analisis de asociacion debido a que las razones
que explican el porqué del no estar en equilibrio Hardy-Weinberg, pueden inducir sesgos dentro de

los andlisis de asociacion, haciendo de los resultados de los mismos sean poco confiables.

La segunda mutacion sinénima encontrada (rs3775290) corresponde a la variacion C > T en el
nuclettido 1377, en esta posicion también ocurre la mutacion no sinénima C > A que induce el
cambio F > L en amino&cido 459, pero dicho alelo A no fue evidenciado en la poblacién de estudio.
La variacion C1377T ha sido mayoritariamente estudiada en contexto de infecciones virales; en
poblacién de medio oriente se ha evidenciado que la aparicion del alelo menos frecuente T puede
estar asociado con una mayor severidad en infecciones por Virus de la hepatitis B y C (Sghaier et
al., 2019), frente a este Gltimo el alelo mas frecuente C se encontré en una mayor proporcion en
pacientes que lograban resolver la infeccién frente a paciente crénicos, indicativo de un efecto
protector para el desarrollo de la infeccidn cronica (EI-Bendary et al., 2018; Hamdy et al., 2018).
Este SNPs también ha sido estudiado de forma local, Avendafio-Tamayo et al. (2019) reportan que
en poblacién colombiana afrodescendiente y mestiza la presencia del alelo T parece ser un factor de
susceptibilidad ante la infeccion por virus Dengue y el desarrollo de fiebre del dengue; sin embargo,
otros autores mencionan que el alelo C es quien se asocia a la susceptibilidad frente virus dengue,

como lo reportan Mukherjee y Tripathi (2019) en poblacion india.

Al contrastar el comportamiento de este polimorfismo en la muestra de estudio frente a otras
poblaciones, se evidencié que la muestra se comporta de manera diferente a poblaciones
pertenecientes a Latinoamérica, Europa y Africa (p<0,05), pero similar a poblacion asiética
(p>0,05), como se pueden ver en la Tabla 6. Adicionalmente, se contrastaron los datos obtenidos
frente los datos disponibles para este polimorfismo en poblacién colombiana; Avendafio-Tamayo et
al. (2019) evaluaron este polimorfismo en dos subpoblaciones en Colombia, afrocolombianos y
mestizos, y reportan, al igual que en este estudio, las frecuencias alélicas del alelo menos frecuente

T. Frente a este estudio no se encontraron diferencias significativas entre la muestra estudiada y la
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totalidad de poblacion alli reportada, asi como tampoco se encontraron diferencias con las
subpoblaciones afrocolombianas y mestizas (p>0,05).

La muestra de estudio se encuentra en equilibrio Hardy-Weinberg para la variacion rs3775290, el
comportamiento genotipico corresponde al esperado de acuerdo con las frecuencias alélicas
observadas para los dos alelos encontrados; esto permitid efectuar los analisis de asociacion
subsiguientes. Al evaluar el comportamiento de los casos frente a los controles, se encontr6 que la
distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas entre estos grupos era semejante (p>0,05). De
igual forma, el analisis efectuado sobre la subpoblacion LRV1+ evidencié comportamientos
similares entre casos y controles tanto para la distribucién de frecuencias alélicas como frecuencias
genotipicas (p>0,05). Esto muestra que para la muestra de estudio no existe ninguna asociacion
entre el desarrollo de LM y la presencia de alguno de los alelos o genotipos posibles para esta
variacion, ni en contexto de infeccion por Leishmania spp. Gnicamente, ni en contexto de

coinfeccion con LRV1.

Finalmente fue posible evidenciar el SNP rs3775291, el cual constituye una mutacion no sinénima
ampliamente estudiada para este gen. Esta variacion es un cambio C > T y tiene lugar en el
nucle6tido 1234, lo que conlleva a la variacién Leu > Phe en el aminodcido niumero 412. Este
aminoacido se ubica en la LRR nimero 15, muy cerca de la zona concava del ectodominio y de la
region de reconocimiento de patrén (Choe et al., 2005; Ranjith-Kumar et al., 2007; UniProt, n.d.).
Tanto Leucina como Fenilalanina son aminoacidos de caracter neutro (R. K. Murray et al., 2013),
no obstante, Fenilalanina es un aminoacido aromatico voluminoso, por lo que su presencia en esta
posicion induce un ligero cambio conformacional en el ectodomino del receptor, que puede alterar
las interacciones hidrofobicas al interior del nucleo del solenoide e inducir variaciones en las
glicosilaciones de aminoacidos cercanos (Ranjith-Kumar et al., 2007). Esta variacion no parece
alterar la expresion del receptor, pero puede conllevar a alteraciones en la sefializacion de éste quiza
debido a una menor afinidad del receptor por su ligando: dsRNA, lo que se ha evidenciado como
una disminucion en la activacién de genes con elementos de respuesta a NF-xkB en su promotor (Fan
et al., 2019; Ranjith-Kumar et al., 2007).

Diversos estudios han evidenciado una asociacién entre esta variacion y el desarrollo clinico tras
infecciones virales. Se sabe por ejemplo que ésta variacion estd asociada al riesgo de infeccién por
HBV y su desarrollo cronico (Fischer et al., 2018; Xia et al., 2020), aunque no es claro el
mecanismo bioldgico mediante el cual esto podria explicarse, ya que HBV es un virus de DNA
(Vargas Cordoba, 2016). De igual forma, en contexto de infeccién por HCV, se ha evidenciado una

asociacion del alelo T con el desarrollo créonico de la infeccidn, mientras el alelo C es mas frecuente
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en pacientes que logran resolver la infeccion de forma espontanea (El-Bendary et al., 2018). El alelo
T también ha sido asociado con un mayor riesgo de desarrollo de fiebre hemorragica tras la
infeccion por dengue (Alagarasu et al., 2015) y un mayor riesgo de aparicién de sindrome congénito
por Zika y, por consiguiente, de microcefalia en nifios cuya madre adquiere la infeccién con Zika
virus durante la gestacion (Santos et al., 2019). Sin embargo, dicho alelo menos frecuente de
rs3775291 no siempre se asocia a susceptibilidad o riesgo a complicaciones debido a infecciones
virales, en VIH se ha visto un caracter protector el cual no parece deberse a un reconocimiento
directo de VIH por el receptor sino a que su activacion, quiza por un agente desconocido, permite
generar una respuesta antiviral robusta que actta en defensa contra VIH (Sironi et al., 2012). Cabe
resaltar también, que no solo en contextos de infeccion viral se ha evidenciado asociacion de este
polimorfismo con el desenlace de la infeccidn; esta mutacion no sinénima también se ha visto
relacionada con susceptibilidad a Candida albicans, esto al parecer ocasionado por una alteracion
en la respuesta inmune, la cual induce una disminucidn en la expresion de IFN-y y un menor control
de la infeccion (Nahum et al., 2011).

Candidiasis, al igual que leishmaniasis, es una enfermedad infecciosa de tipo tegumentario cuyo
desarrollo, como ya se mencion6, se ha visto influenciado por la presencia del polimorfismo
rs3775291. En el caso de leishmanasis tegumentaria, el presente estudio no muestra una asociacion
entre la presencia de dicho SNP y el desarrollo clinico de la enfermedad, lo cual se concluye al
observar una distribucion tanto de frecuencias alélicas como genotipicas semejantes entre pacientes
diagnosticados con LC y pacientes diagnosticados con LM. Dado que este SNP es una mutacion no
sinbénima que tiene implicaciones en el ectodominio del receptor, dominio encargado del
reconocimiento de patrén, y que se ha evidenciado una relevancia de dicho receptor tras la
confeccion Leishmania spp.-LRV1, quiza dada por el reconocimiento del genoma dsRNA de LRV1
(Ives et al., 2011), se analizd si existia alguna asociacion entre el polimorfismo y el desarrollo
clinico en ese contexto; en este caso tampoco se evidencié ninguna asociacién. Sin embargo, este
polimorfismo parece ser bastante relevante como factor genético asociado a susceptibilidad o
resistencia ante otros agentes infecciosos, por lo resulta importante comprender su comportamiento

en el &ambito poblacional en el que nos vemos inmersos.

Este estudio resulta un primer acercamiento al entendimiento del comportamiento de la variacién
rs3775291 del gen TLR3 en poblaciéon colombiana, asi como para las variaciones rs375296 y
rs764010322 ya mencionadas. Se evidenci6 que, para la muestra analizada, el comportamiento de
rs3775291 es muy similar al de la poblacion latinoamericana, quiza con una tendencia a una mayor

frecuencia del alelo menos frecuente T, pero sin diferencias significativas entre ambos grupos
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(p>0,05). Como se muestra en la Tabla 6, el comportamiento de la muestra tampoco resulta
estadisticamente diferente al comportamiento de poblacion europea ni asiatica, pero si al de
poblacién africana; esto se debe al comportamiento diferente de esta poblacion frente a la demas

evaluadas.

La poblacion africana, de acuerdo con la distribucién de frecuencias consignadas en ALFA NCBI,
tiene un comportamiento diferente para la variacion rs3775291, al compararla con las demas
poblaciones, dada una menor frecuencia de aparicion del alelo T (p<0,05, test x> de Pearson). La
frecuencia de este alelo para dicha poblacion es de 5,8% mientras que las demas poblaciones alli
reportadas presentan frecuencias de entre 23,8% y 35,3% (Phan et al., 2020), y la muestra de
estudio posee una frecuencia del 33,9%. Algo notable que vale pena mencionar es que, dentro de las
demas poblaciones reportadas en dicha base de datos, la poblacion de mayor similitud a poblacién
africana es la poblacion afroamericana, cuya frecuencia del alelo T es de 5,9%, mientras que la
poblacién latinoamericana de ascendencia afrocaribefia presenta un comportamiento diferente a este

y mas similar a la poblacion latinoamericana de ascendencia europea e indigena.

Este fendmeno de similitud de frecuencias alélicas para rs3775291 entre poblacion africana y
afroamericana también se evidencid para el polimorfismo rs3775290 ya discutido; esto debido a la
cercania en el gen de estos dos SNP que conlleva a su desequilibrio de ligamiento (Wang, Yi & Liu
2015). No obstante, vale la pena resaltar que estos dos polimorfismos no se comportan exactamente
igual en todas las poblaciones, por lo que a futuro es necesario plantear estudios enfocados a la
construccion de redes de haplotipos, evaluacion del desequilibrio de ligamiento y reloj molecular

para realmente lograr entender el comportamiento de este gen en las poblaciones humanas.
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CONCLUSIONES
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No se evidencié asociacion entre los SNPs encontrados en este estudio (rs3775296,
rs764010322, rs3775290 ni rs3775291) y el desarrollo de LM en infecciones a humanos por
Leishmania spp

No se evidencié asociacion entre alguno de estos SNPs y el desarrollo de LM en coinfecciones
a humanos por Leishmania spp-LRV1

Se encontrd una asociacion entre la presencia de LRV1 y el desarrollo de LM, con un OR
crudo de 6,824 (1C95%: 1,847 — 28,933).

Se encontré una diferencia estadisticamente significativa para la variable “Tratamiento para
LC” entre pacientes diagnosticados con LM y pacientes con LC

La poblacion colombiana analizada presenta un comportamiento similar otras poblaciones
(latinoamericana, europea, africana y asiatica) en cuanto a la distribucién de frecuencias alélica
para los polimorfismos rs3775296 y rs3775291.

La poblacion colombiana analizada se comporta diferente a las demas poblaciones a nivel
mundial frente al polimorfismo rs764010322, ya que se evidencié una mayor frecuencia de
aparicion del alelo menos frecuente en la poblacion de estudio frente a las demas poblaciones.
La poblacion colombiana analizada se comporta diferente a las deméas poblaciones a nivel
mundial frente al polimorfismo rs3775290, ya que no se evidencio la presencia de uno de los
tres alelos que pueden presentarse en esta variacién, alelo que si se registra en las demas

poblaciones analizadas, incluyendo poblacion latinoamericana.



9 PERSPECTIVAS Y LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Una de las principales limitaciones de este estudio, fue que el tamafio de muestra implementado fue
a conveniencia, dado que se efectud un estudio retrospectivo basado en muestras almacenadas en
biobanco, donde la disponibilidad de la muestra, la calidad de esta y la confirmacién de la infeccion
por biologia molecular, limitaron el nimero de muestras a las que se pudo acceder. En un principio,
si el comportamiento de las frecuencias alélicas la muestra de estudio era similar a frecuencias
reportadas en otros estudios, la cantidad de muestras de las cuales se disponia permitirian un
analisis con un poder estadistico del 70%, un poco mas bajo de lo ideal. Ademas, la perdida final de
muestras evidenciada tras el proceso de secuenciacion limito ain mas el tamafio muestral analizado,
sobre todo para el analisis de asociaciéon en contexto de coinfeccion con LRV1. Es por ello que,
para estudios futuros, se recomienda implementar un tamafio de muestra mucho mayor que permita
un mejor poder estadistico para el analisis de asociacion genémica. Adicionalmente, se recomienda
continuar la caracterizacion del gen TLR3 en poblacion colombiana, dado que diversos estudios han
evidenciado asociaciones entre algunas variaciones del gen y el curso de diversas infecciones. Para
investigaciones futuras, se recomienda genotipificar pacientes sanos como control adicional para
entender las dinamicas poblacionales en contextos de enfermedad, ademas de aumentar el tamafio
de la poblacién genotipificada con miras a aumentar la posibilidad de observar nuevos SNPs, que
quiz& no se hayan podido evidenciar en este estudio debido al tamafio de muestra limitado y a la

restriccion impuesta por la necesidad de confirmar el diagnostico de leishmaniasis.
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11 ANEXO 1 — ANALISIS ESTADISTICOS

11.1CARACTERIZACION DE LA POBLACION DE ESTUDIO

Sexo
Frecuencias absolutas observadas Frecuencias esperadas
LM LC LM LC
Femenino 9 18 Femenino 7,875 19,125
Masculino 19 50 Masculino 20,125 48,875

> Test <- chisq.test(.Table, correct=FALSE)
Pearson's Chi-squared test
X-squared = 0,31567, df = 1, p-value = 0,5742

Edad a la que adquirio LC

n | Media SD Lilliefors
(Kolmogorov-Smirnov)
normality test

LC |68 |26,79412 | 15,77695 | D =0,13914

p-value = 0,002284
LM |21 |30,95238 | 13,03256 | D =0,13754

p-value = 0,3765

> wilcox.test(Edad.a.la.que.adquiri6.LC ~ Grupo, + alternative="two.sided", data=Dataset)
Wilcoxon rank sum test with continuity correction
W =877, p-value = 0,116

alternative hypothesis: true location shift is not equal to 0

Tratamiento para LC

Frecuencias absolutas observadas Frecuencias esperadas
LM LC LM LC
Si 9 0 Femenino  2,680851 6,319149
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No 19 66
> fisher.test(.Table)
Fisher's Exact Test for Count Data
p-value = 0,000006493

alternative hypothesis: true odds ratio is not equal to 1

Tipo de tratamiento

Frecuencias absolutas observadas

Masculino  25,319149  59,680851

Frecuencias esperadas

LM LC
Antimonio de 7 62
meglumina
Miltefosina 1 0
Ketoconazol 1 2

> fisher.test(.Table)
Fisher's Exact Test for Count Data
p-value = 0,07173

alternative hypothesis: two.sided

Falla Terapéutica

Frecuencias absolutas observadas

LM LC
Antimonio de 8,5068493  60,4931507
meglumina
Miltefosina 0,1232877  0,8767123
Ketoconazol 0,3698630  2,6301370

Frecuencias esperadas

LM LC
Si 1 20
No 8 44

> fisher.test(.Table)
Fisher's Exact Test for Count Data
p-value = 0,4317

alternative hypothesis: true odds ratio is not equal to 1

95 percent confidence interval:
0,005911374 — 2,324914977
sample estimates:

odds ratio

0,2787928

LM LC
Femenino 2,589041 18,41096
Masculino 6,410959 45,58904
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Especie de Leishmania

Frecuencias absolutas observadas

Frecuencias esperadas

LM LC

Leishmania spp. 3 19
L. braziliensis 19 37
L. panamensis 5 11
L. guyanensis 1 1

> fisher.test(.Table)

Fisher's Exact Test for Count Data
p-value = 0,2538

alternative hypothesis: two.sided

LM LC
Leishmania spp.  6,4166667  15,583333
L. braziliensis ~ 16,3333333  39,666667
L. panamensis  4,6666667  11,333333
L. guyanensis 0,5833333  1,416667

Frecuencias esperadas

LRV1
Frecuencias absolutas observadas
LM LC
Si 10 5
No 18 63

> fisher.test(.Table)
Fisher's Exact Test for Count Data
p-value = 0,001192

alternative hypothesis: true odds ratio is not equal to 1

95 percent confidence interval:
1,847288 — 28,932826
sample estimates:
odds ratio
6,823663
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11.2 POLIMORFISMOS DE TLR3 EN POBLACION COLOMBIANA

Equilibrio Hardy-Weinberg

rs3775296
Genotipo F. Observadas F. Esperadas Genotipo  [(O-E)*2J/E
cC 35 34,24 CC 0,017
CA 16 17,52 CA 0,132
AA 3 2,24 AA 0,257
Chi*2 calculada 0,406
Chi”2 tabulada (df=1) 3,840
P 0,5072
rs764010322
Genotipo  F. Observadas  F. Esperadas Genotipo  [(O-E)*2J/E
AA 46 44,06 AA 0,085
AG 0 7,66 AG 7,663
GG 4 0,33 GG 40,353
Chi”2 calculada 48,102
Chi”2 tabulada (df=1) 3,840
P o
rs3775291
Genotipo  F. Observadas  F. Esperadas Genotipo  [(O-E)*2]J/E
cC 25 24,45 CC 0,013
CT 24 25,11 CT 0,049
TT 7 6,45 TT 0,048
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Chi”2 calculada 0,109
Chin2 tabulada (df=1) 3,840

P 0,7414

Genotipo  F. Observadas  F. Esperadas

CcC 23 22,22
CT 20 21,55
TT 6 5,22

Chi”2 calculada 0,254
Chin2 tabulada (df=1) 3,840

P 0,6143

rs3775290

Genotipo  [(O-E)*2J/E

cC 0,027
CT 0,112
TT 0,115

Muestra de estudio vs Poblacién Latinoamericana

Frecuencias absolutas observadas

Muestra Poblacion
latinoamericana
C 48,5 1227,268
A 11,5 256,732

> Test <- chisq.test(.Table, correct=FALSE)

Pearson's Chi-squared test

X-squared = 0,13999, df = 1, p-value = 0,7083
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rs3775296

Frecuencias esperadas

Muestra
C 49,57648
A 10,42352

Poblacion
latinoamericana
1226,1915
257,8085



rs764010322

Frecuencias absolutas observadas Frecuencias esperadas
Muestra Poblacion Muestra Poblacion
latinoamericana latinoamericana
A 46 11576,958 A 49,97831949 11572,979681
G 4 1,04202 G 0,02168051 5,020339

> Test <- chisq.test(.Table, correct=FALSE)
Pearson's Chi-squared test
X-squared = 733,48, df = 1, p-value < 2,2e-16

rs3775291
Frecuencias absolutas observadas Frecuencias esperadas
Muestra Poblacion Muestra Poblacion
latinoamericana latinoamericana
C 36,3392857 3647,28 C 39.99981 3643.619
T 18,6607143 1362,72 T 15.00019 1366.381

> Test <- chisq.test(.Table, correct=FALSE)

Pearson's Chi-squared test
X-squared = 1,2418, df = 1, p-value = 0.2651

rs3775290
Frecuencias absolutas observadas Frecuencias esperadas
Muestra Poblacion Muestra Poblacion
latinoamericana latinoamericana
C 32,83 569,328 C 39.605023 562.55298
T 16,17 103,008 T 7.838553 111.33945
A 0 23,664 A 1.556424 22.10758
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> Test <- chisq.test(.Table, correct=FALSE)
Pearson's Chi-squared test
X-squared = 12,385, df = 2, p-value = 0.002044

Muestra de estudio vs Poblacién Europea

rs3775296

Frecuencias absolutas observadas

Muestra Poblacion

Europea
C 48,5 2586663,35
A 11,5 598882,648

> Test <- chisq.test(.Table, correct=FALSE)
Pearson's Chi-squared test
X-squared = 0,0052841, df = 1, p-value= 0.9421

rs764010322

Frecuencias absolutas observadas

Muestra Poblacion
Europea

A 46 773328,799
G 4 23,20056

> Test <- chisq.test(.Table, correct=FALSE)
Pearson's Chi-squared test
X-squared = 9091,6, df = 1, p-value < 2,2e-16
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Frecuencias esperadas

Muestra Poblacion

Europea
C 48,72 2586663,1
A 11,28 598882,9

Frecuencias esperadas

Muestra Poblacion
Europea
A 49,99824  773324,8008
G 0,00175 27,1988



rs3775291

Frecuencias absolutas observadas Frecuencias esperadas
Muestra Poblacion Muestra  Poblacion
Europea Europea
C 36,3392857  213989,104 C 38,88454  213986,56

T 18,6607143 88682,896 T 16,11546  88685,44

> Test <- chisq.test(.Table, correct=FALSE)
Pearson's Chi-squared test
X-squared = 0,5687, df = 1, p-value = 0,4508

rs3775290
Frecuencias absolutas observadas Frecuencias esperadas
Muestra Poblacion Muestra Poblacion
Europea Europea
C 32,83 125935,56 C 34,544530 125933,85
T 16,17 12861,504 T 3,531467  12874,14
A 0 39834,936 A 10,924003  39824,01
> Test <- chisq.test(.Table, correct=FALSE)
Pearson's Chi-squared test
X-squared = 56,256, df = 2, p-value = 6,084e-13
Muestra de estudio vs Poblacion Africana
rs3775296
Frecuencias absolutas observadas Frecuencias esperadas
Muestra Poblacion Muestra Paoblacion
Africana Africana
C 48,5 94066,556 C 50,518916  94064,54
A 11,5 17651,444 A 9,481084  17653,46

108



> Test <- chisq.test(.Table, correct=FALSE)
Pearson's Chi-squared test
X-squared = 0,51087, df = 1, p-value = 0,4748

rs764010322
Frecuencias absolutas observadas Frecuencias esperadas
Muestra Poblacion Muestra Poblacién
Africana Africana
A 46 110404 A 49,9981  110400,0018
G 4 0 G 0,0018 3,9981

> Test <- chisq.test(.Table, correct=FALSE)
Pearson's Chi-squared test
X-X-squared = 8832,6, df = 1, p-value < 2,2e-16

rs3775291
Frecuencias absolutas observadas Frecuencias esperadas
Muestra Poblacion Muestra Poblacion
Africana Africana
C 36,3392857 11330,376 C 51,73958 11314,9757
T 18,6607143 697,624 T 3,26042 713,0243

> Test <- chisq.test(.Table, correct=FALSE)
Pearson's Chi-squared test
X-squared = 77,679, df = 1, p-value < 2,2e-16
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rs3775290

Frecuencias esperadas

Frecuencias absolutas observadas
Muestra Poblacion

Muestra Poblacion
Africana Africana
C 32,83 3640,59 C 41,791869 3631,6281
T 16,17 332,124 T 3,962481  344,3315
A 0 285,286 A 3,245650  282,0404

> Test <- chisq.test(.Table, correct=FALSE)

Pearson's Chi-squared test
X-squared = 43,68, df = 2, p-value = 4,022¢-10

Muestra de estudio vs Poblacién Asiatica
rs3775296

Frecuencias esperadas

Frecuencias absolutas observadas
Muestra Poblacion

Muestra Poblacion
Europea Europea
C 48,5 2586663,35 C 48,72 2586663,1
A 11,5 598882,648 A 11,28 598882,9

> Test <- chisq.test(.Table, correct=FALSE)

Pearson's Chi-squared test
X-squared = 0,0052841, df = 1, p-value= 0.9421

rs764010322
Frecuencias absolutas observadas Frecuencias esperadas
Muestra Poblacion Muestra Poblacion
Europea Europea
A 46 773328,799 A 49,99824  773324,8008
G 4 23,20056 G 0,00175 27,1988
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> Test <- chisq.test(.Table, correct=FALSE)
Pearson's Chi-squared test
X-squared = 9091,6, df = 1, p-value < 2,2e-16

rs3775291
Frecuencias absolutas observadas Frecuencias esperadas
Muestra Poblacion Muestra  Poblacion
Europea Europea
C 36,3392857  213989,104 C 38,88454  213986,56
T 18,6607143 88682,896 T 16,11546  88685,44
> Test <- chisq.test(.Table, correct=FALSE)
Pearson's Chi-squared test
X-squared = 0,5687, df = 1, p-value = 0,4508
rs3775290
Frecuencias absolutas observadas Frecuencias esperadas
Muestra Poblacion Muestra Poblacion
Europea Europea
C 32,83 125935,56 C 34,544530 125933,85
T 16,17 12861,504 T 3,531467  12874,14
A 0 39834,936 A 10,924003  39824,01

> Test <- chisq.test(.Table, correct=FALSE)
Pearson's Chi-squared test
X-squared = 56,256, df = 2, p-value = 6,084e-13
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Muestra de estudio vs Poblacion Africana

Frecuencias absolutas observadas

rs3775296

Muestra Poblacion

Asiatica

C 48,5 5376,208
A 115 1587,792

> Test <- chisq.test(.Table, correct=FALSE)

Pearson's Chi-squared test

X-squared = 0.44658, df = 1, p-value = 0.504

Frecuencias absolutas observadas

rs764010322

Muestra Poblacion
Asiatica
A 46 2516622
G 4 0

> Test <- chisq.test(.Table, correct=FALSE)

Pearson's Chi-squared test

X-squared = 201330, df = 1, p-value < 2,2e-16

Frecuencias absolutas observadas

rs3775291

Muestra Poblacion

Asiatica

C 36,3392857 4824,562
T 18,6607143 2157,438

Frecuencias esperadas

Muestra  Poblacion

Asiatica

C 46.33862  5378.369
A 13.66138  1585.631

Frecuencias esperadas

Muestra Poblacion

Asiatica

A 49,9999 2516618
G 0,0000 3,9999

Frecuencias esperadas

Muestra Poblacion

Asiatica

C 37,99198  4822,909
T 17,00802  2159,091
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> Test <- chisq.test(.Table, correct=FALSE)
Pearson's Chi-squared test
X-squared = 0,23432, df = 1, p-value = 0,6283

rs3775290

Frecuencias absolutas observadas

Muestra Poblacion
Asiatica
C 32,83 4185,688
T 16,17 2055,248
A 0 25,064

> Test <- chisq.test(.Table, correct=FALSE)
Pearson's Chi-squared test
X-squared = 0,19688, df = 2, p-value = 0,9062

Frecuencias esperadas

Muestra Poblacion

Asiatica
C 32,7327604 4185,78524
T 16,0727604 2055,34524
A 0,1944792 24,86952

11.3 EVALUACION DE LA RELACION ENTRE LAS FRECUENCIAS

ALELICAS Y GENOTIPICAS DE TLR3 Y EL DESARROLLO DE

LEISHMANIASIS MUCOSA

Frecuencias alélicas

rs3775296

Frecuencias absolutas observadas

LC LM
Cc 97 31
A 23 11

> Test <- chisq.test(.Table, correct=FALSE)
Pearson's Chi-squared test
X-squared = 0,92555, df = 1, p-value= 0,336
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LC LM
C 94,81481  33,185185
A 25,18519  8,814815



alternative hypothesis: true odds ratio is not equal to 1
95 percent confidence interval:

0,5877394 - 3,6300951

sample estimates:

odds ratio

1,492562

rs3775291

Frecuencias absolutas observadas

LC LM
C 72 31
T 38 23

> Test <- chisq.test(.Table, correct=FALSE)
Pearson's Chi-squared test

X-squared = 1,004, df = 1, p-value = 0,3163
alternative hypothesis: true odds ratio is not equal to 1
95 percent confidence interval:

0,6801335 - 2,8813282

sample estimates:

odds ratio

1,402761

rs3775290

Frecuencias absolutas observadas

LC LM
Cc 66 33
T 32 15

> Test <- chisq.test(.Table, correct=FALSE)
Pearson's Chi-squared test

X-squared = 0,029056, df = 1, p-value = 0,8646
alternative hypothesis: true odds ratio is not equal to 1

95 percent confidence interval:

Frecuencias esperadas

LC LM
C 69,08537  33,91463
T 40,91463  20,08537

Frecuencias esperadas

LC LM
66.45205  32.54795
31.54795  15.45205

=4 O
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0,4117003 - 2,0816301
sample estimates:

odds ratio

0,9378944

Frecuencias Genotipicas

Frecuencias absolutas observadas

LC LM
CcC 40 10
CA 17 11
AA 3 0

> fisher.test(.Table)
Fisher's Exact Test for Count Data
p-value = 0,1253

alternative hypothesis: two.sided

Frecuencias absolutas observadas

LC LM
CcC 24 8
CT 24 15
TT 7 4

> fisher.test(.Table)
Fisher's Exact Test for Count Data
p-value = 0,4432

alternative hypothesis: two.sided

Frecuencias absolutas observadas

rs3775296
Frecuencias esperadas
LC LM
CC 37,037037 12,9629630
CA 20,740741  7,2592593
AA 2,222222  0,7777778
rs3775291
Frecuencias esperadas
LC LM
CcC 21,463415 10,536585
CT 26,158537 12,841463
TT 7,378049  3,621951
rs3775290

Frecuencias esperadas

LC LM
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CcC 23 11 CcC 22,821918 11,178082
CT 20 11 CT 20,808219 10,191781
TT 6 2 T 5,369863  2,630137

> fisher.test(.Table)
Fisher's Exact Test for Count Data
p-value = 0,8825

alternative hypothesis: two.sided

11.4EVALUACION DE LA RELACION ENTRE LAS FRECUENCIAS
ALELICAS Y GENOTIPICAS DE TLR3 Y EL DESARROLLO DE
LEISHMANIASIS MUCOSA EN EL CONTEXTO DE COINFECCION

LEISHMANIA SPP. - LRV1

Frecuencias alélicas

rs3775296
Frecuencias absolutas observadas Frecuencias esperadas
LC LM LC LM
C 9 6 C 8.333333  6.666667
A 1 2 A 1.666667  1.333333

> fisher.test(.Table)
Fisher's Exact Test for Count Data
p-value = 0,5588
alternative hypothesis: true odds ratio is not equal to 1
95 percent confidence interval:
0,1209184 - 195,9869863
sample estimates:

odds ratio
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2,819345
rs3775291

Frecuencias absolutas observadas

LC LM
C 7 12
T 3 8

> Test <- chisq.test(.Table, correct=FALSE)
Pearson's Chi-squared test
p-value = 0,702
alternative hypothesis: true odds ratio is not equal to 1
95 percent confidence interval:
0,2465195 - 11,9826442
sample estimates:
odds ratio
1,533185

rs3775290

Frecuencias absolutas observadas

LC LM
C 7 12
T 3 8

> Test <- chisq.test(.Table, correct=FALSE)
Pearson's Chi-squared test
p-value = 0,702
alternative hypothesis: true odds ratio is not equal to 1
95 percent confidence interval:
0,2465195 - 11,9826442
sample estimates:
odds ratio
1,533185
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Frecuencias esperadas

C
T

LC
6.333333
3.666667

LM
12.666667
7.333333

Frecuencias esperadas

C
T

LC
6.333333
3.666667

LM
12.666667
7.333333



Frecuencias Genotipicas

Frecuencias absolutas observadas

Frecuencias esperadas

LC LM
CcC 4 2
CA 1 2
AA 0 0

> fisher.test(.Table)
Fisher's Exact Test for Count Data
p-value = 0,5238

alternative hypothesis: two.sided

Frecuencias absolutas observadas

LC LM
3,333333  2,666667
1,666667  1,333333

0 0

Frecuencias esperadas

LC LM
CcC 2 3
CT 3 6
TT 0 1

> fisher.test(.Table)
Fisher's Exact Test for Count Data
p-value =1

alternative hypothesis: two.sided

Frecuencias absolutas observadas

rs3775296
CcC
CA
AA
rs3775291
CC
CT
TT
rs3775290

LC LM
1,6666667 3,3333333
3 6

0,3333333 0,6666667

Frecuencias esperadas

LC LM
CC 3
CT 1
TT 1 2

CcC
CT
TT

LC LM
2,333333  4,666667
1,666667  3,333333

1 2
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> fisher.test(.Table)

Fisher's Exact Test for Count Data
p-value = 0,7902

alternative hypothesis: two.sided
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12 ANEXO 2 — IDENTIFICACION DE SNPsS EN

ELECTROFEROGRAMAS

Homocigoto alelo
menos comun

Homocigoto
alelo mas comun

Heterocigoto

CAGCAGA

Forward

L
CAGCAGA

CAGHACA

Reverse

Figura Suplementaria 1 Definicion de genotipos variacién rs3775296. Se presenta un ejemplo de cada uno de los tres
posibles genotipos reportados para la variacion: hemocigoto para el alelo mas comin C (izquierda), heterocigoto (centro)

y homocigoto para el alelo menos comin A (derecha).

Homocigoto . Homocigoto alelo
; . Heterocigoto )
alelo mds comun menos comun
ATT[A]G ATT[AjclcA
ATTAGCA ATTGGCA
j 168 170 172 162 170 172

ATTAGCA ATTGGCA

A

Reverse

Figura Suplementaria 2 Definicion de genotipos variacion rs764010322. Se presenta un ejemplo de cada uno de los dos
genotipos evidenciados para la variacion: hemocigoto para el alelo méas comun A (izquierda) y homocigoto para el alelo

menos comun G (derecha). Para esta variacion no se reportaron heterocigotos.
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Homocigoto : Homocigoto alelo
: 2 Heterocigoto 7
a]elo mas comun menos comun

,,,,,

Forward

ATACTCA ATA.TCA ATA.TCA

[\IM\/W\MMM

Reverse

ATACTCA ATACTCA ATAffiTCA

A AT A

Figura Suplementaria 3 Definicion de genotipos variacion rs3775291. Se presenta un ejemplo de cada uno de los tres
posibles genotipos reportados para la variacion: hemocigoto para el alelo mas comin C (izquierda), heterocigoto (centro)

y homocigoto para el alelo menos comdn T (derecha).

Homocigoto § Homocigoto alelo
i goto Heterocigoto £ ,
alelo mas comun menos comun

TTTfgoAa TTT[ES GAA GAA

TTTCGAA TTT GAA TTT GAA

Il 812 1:‘]-1 311; 8 214 _=x.j 812 q“

Forward

TTTCGAA TTTCGAA TTT.GAA

/\/\W\/\ MW/ W\ AWM

Reverse

TTTCGAA TTTHMGAA TTTHIGAA

AN : N\WV\/\’ M\/\/\

Figura Suplementaria 4 Definicion de genotipos variacion rs3775290. Se presenta un ejemplo de cada uno de los tres
posibles genotipos reportados para la variacion: hemocigoto para el alelo mas comin C (izquierda), heterocigoto (centro)

y homocigoto para el alelo menos comdn T (derecha).
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