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RESUMEN

La leishmaniasis es considerada una enfermedad tropical desatendida para la cual no se
cuenta con una vacuna. Por otra parte, las drogas de primera eleccién han presentado un
aumento en las fallas terapéuticas, entre otras causas por la adquisicion de resistencia por
parte de su agente etioldgico dependiente de las caracteristicas propias de cada especie (gj.
manifestacion clinica y distribucion geogréafica). Asi, que comprender el mecanismo usado
por el parasito para sobrevivir bajo la presion de tratamientos identificando probables blancos
terapéuticos comunes y especificos es importante para el control de la leishmaniasis. Sin
embargo, hasta el momento no se ha realizado un andlisis donde se compare la expresion
génica entre especies de Leishmania que exhiben diferentes caracteristicas genéticas y
biologicas reflejadas en las manifestaciones clinicas diferenciales asociadas. Aqui, aplicamos
analisis comparativos de los perfiles transcriptdmicos de lineas con resistencia inducida
experimentalmente al antimonio trivalente (Sb'"") de cinco especies de importancia médica
(Subgénero L. (Leishmania): L. donovani, L. infantum y L. amazonensis; Subgénero L.
(Viannia): L. panamensis y L. braziliensis), causantes de diferentes manifestaciones clinicas
(que generalmente son Leishmaniasis cutanea para L. panamensis y L. amazonensis,
mucocutanea para L. braziliensis y visceral para L. donovani y L. infantum) a partir de
analisis funcionales de ontologia y asignacion de grupos ortologos. Las lineas resistentes
tenian respuestas diferenciales principalmente en procesos metabdlicos, unién a compuestos
y componentes membranales respecto a su contraparte sensible. Predominaron los genes
ortologos diferencialmente expresados asignados a las respuestas especie especificas con un
total de 1426 genes propios. A nivel de la respuesta por subgénero no se encontraron genes
compartidos entre las especies pertenecientes a L. (Leishmania) y solo 7 lo fueron entre
aquellas pertenecientes a L. (Viannia). No se hall6 ningin gen diferencialmente expresado
en comun entre las 5 especies, pero se encontraron dos genes ortdlogos sobrerregulados
comunes entre 4 especies (L. donovani, L. braziliensis, L. amazonensis y L. panamensis)
referidos a una proteina de unién a RNA y al complejo NAD(P)H citocromo B5
oxidorreductasa, asociados al control transcripcional y a la sintesis de novo del &cido
linoleico, importantes en los mecanismos de resistencia a los antimoniales. Estos patrones
obedecen probablemente el fendmeno multifactorial de la resistencia a drogas, dependiente
de caracteristicas intrinsecas del parasito y el entorno. Por ende, las aproximaciones especie
especificas resultan mas recomendables para la proposicion de potenciales blancos
terapéuticos.
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INTRODUCCION

Leishmania (Trypanosomatida: Trypanosomatidae) es un género de parasitos protozoarios
intracelulares que comprende mas de 50 especies (agrupadas en 5 subgeneros) donde al
menos 20 de ellas son consideradas patogenas para los humanos (Akhoundi et al., 2016). Se
trata del agente etiologico de la leishmaniasis, un conjunto de enfermedades infecciosas
tropicales transmitidas vectorialmente por la picadura de la mosca de la arena, principalmente



de los géneros Phlebotomus y Lutzomyia en el viejo y nuevo mundo respectivamente
(Alemayehu & Alemayehu, 2017). Se estima que anualmente a nivel mundial ocurren 2
millones nuevos casos, 70000 muertes y 350 millones de personas se encuentran en riesgo
de adquirir la enfermedad (Oryan & Akbari, 2016). La leishmaniasis a su vez presenta la
particularidad de un amplio espectro de manifestaciones clinicas dependientes de la especie
de Leishmania involucrada y la respuesta inmune del huésped (Hashiguchi & Gomez, 2018;
Galluzzi et al., 2018).

Estas pueden ser divididas en leishmaniasis cutanea (LC), donde se presentan lesiones en la
piel, en el sitio de la picadura de la mosca de la arena o en otras partes al diseminarse gracias
a la ausencia de respuesta inmune; leishmaniasis mucocutanea (MCL), donde se invade y
destruye la mucosa nasofaringea; y leishmaniasis visceral (LV), donde 6rganos internos se
ven perjudicados, generalmente en el bazo, higado o medula 6sea, teniendo un potencial
mortal (Torres et al., 2017).

Las especies de Leishmania pueden ser clasificadas en subgéneros de acuerdo con el sitio de
propagacion dentro del tracto digestivo del vector, en parasitos que tienen como huésped a
los mamiferos encontramos dos subgéneros; Leishmania (Leishmania) donde el desarrollo
se da en el intestino medio y anterior, y Leishmania (Viannia) que incluye ademas una etapa
en el intestino posterior (Dostalova & Volf, 2012). De igual manera, ambos subgéneros
presentan un patron de distribucion geografica disyuntivo, L. (Viannia) esta restringido al
neotrépico, mientras que L. (Leishmania) se ubica en el nuevo y viejo mundo (Steverding,
2017). Su asociacion con las manifestaciones clinicas va de la mano de las especies
especificas de los subgéneros. Dentro L. (Leishmania) encontramos especies del nuevo
mundo en el complejo L. mexicana, donde destaca L. amazonensis, una de las especies
patdgenas dominantes en Latinoamérica responsable de formas difusas de CL. Aqui, también
encontramos especies del viejo mundo, el complejo L. donovani cuenta con los principales
causantes de la forma visceral de la enfermedad con L. infantum y L. donovani (Burza et al.,
2020; Torresetal., 2017). En Leishmania (Viannia), destacan L. braziliensis y L. panamensis
que representan los causantes mas frecuentes de CL y MCL en Latinoamérica (Valero &
Uriarte et al., 2020).

El nimero de cromosomas de cada especie también difiere de acuerdo con el subgénero, en
L. infantum y L. donovani (36), mientras que L. braziliensis y L. panamensis (35) gracias a
procesos de reordenamiento y combinacion (Britto et al., 2018). Por otra parte, se han
reportado méas de 200 genes con distribucion diferencial entre L. major y L. infantum en
comparacion con L. braziliensis, donde la mayoria codificaban para la supervivencia del
parasito en el macrofago, ademas de una serie de genes unicos para cada una de las especies
(Peacock et al., 2007). Un marcador del subgénero Leishmania (Viannia) es la maquinaria
de ARN de interferencia, la cual funciona como un mecanismo de defensa antiviral que puede
repercutir en la virulencia del parasito (Acino, 2017). Otra firma de este subgénero incluye
patrones elevados de expresion de moléculas como GP63 y GP46, las cuales son
componentes de superficie que actian en el tropismo de LC y en el desarrollo dentro del
vector (Llanes et al., 2015; Diotallevi et al., 2020). Otros blancos moleculares para la
identificacion de especies circulantes del subgénero Leishmania (Viannia) incluyen el gen



codificante para la B-tubulina y la proteina de choque térmico 70 (HSP70) (Ovalle et al.,
2018; Marin et al., 2008). Por su parte el subgénero Leishmania (Leishmania) cuenta con
blancos asociados a la leishmaniasis visceral como los genes codificantes de proteinas A2 y
6PGDH, ademas de patrones de expresion diferencial de genes como POLA, HSP20 0 NAGT
(Akhoundi et al., 2017; Fraga et al., 2013; Fernandes et al., 2013).

A la fecha alin no se cuenta con una vacuna, por lo que la quimioterapia y diferentes drogas
son la Unica alternativa de tratamiento de las diferentes manifestaciones clinicas de la
leishmaniasis (Jain & Jain, 2015). Entre ellos antibidticos con accion leishmanicida como la
pentamidina o la paromomicina, drogas antifingicas como los imidazoles y triazoles, y
tratamientos antitumorales como la Miltefosina (Lindoso et al., 2012). Sin embargo, estos
son consideradas tratamientos alternativos, la droga de primera eleccion en la mayor parte
del mundo son los antimoniales (Sb) (ej. estibogluconato de sodio y antimoniato de
meglumina) principalmente por condiciones socioeconémicas y simultdneamente ser una
enfermedad desatendida por desarrolladores de medicamentos (Eddaikra et al., 2011,
Vanleberghe et al., 2007). Sin embargo, se han reportado una gran serie de fallas terapéuticas
asociadas a mdltiples factores tanto del paciente (adherencia al tratamiento, ubicacion
geografica y estado inmune), el practicante (fallas en los protocolos de administracion del
antimonial) como de las caracteristicas propias del parasito (resistencia al medicamento y la
especie especifica) (Sundar et al., 2019; Rojas et al., 2006; Denis et al., 2012; Romero et al.,
2001; Vanaerschot et al., 2014; Arévalo et al., 2007; Sundar & Chakravarty et al., 2015; de
Vries et al., 2015).

Para un mejor entendimiento de la biologia de Leishmania multiples estudios se han enfocado
en determinar los mecanismos usados por este patdgeno para sobrevivir bajo la presion de
los antimoniales utilizando técnicas de secuenciaciéon de nueva generacion. Se ha descrito el
perfil transcriptdmico (por RNA-seq) de especies expuestas a antimonio trivalente (Sb'") al
punto de desarrollar resistencia, con el fin de elucidar las vias y los cambios globales de la
expresion de los genes mediante los cuales se adquiere un fenotipo adaptativo al estrés del
tratamiento. Estos estudios abarcan especies del subgénero Leishmania (Leishmania), L.
infantum (Andrade et al., 2020), L. donovani (Rastrojo et al., 2018) y L. amazonensis (Patino
et al., 2019); y del subgénero Leishmania (Viannia) L. panamensis y L. braziliensis (Patino
et al., 2019). Donde junto con otros estudios se ha encontrado que este comportamiento
generalmente va de la mano de una alteracion del nimero de copias de genes particulares de
forma local o en todo el cromosoma (lantorno et al., 2017; Dumertz et al., 2017; Restrepo et
al., 2019; Leprohon et al., 2009). Aqui los transcritos asociados con las lineas resistentes
involucraban una serie de vias metabdlicas directamente asociadas a drogas y antibidticos o
involucradas en procesos de glicélisis y procesamiento de acidos grasos, en contraparte de
una reduccion en la expresion de factores asociados a la motilidad y procesos replicativos
principalmente asociados a la maquinaria ribosomal. Se hallaron, ademas, algunos genes o
procesos especificos que han sido reportados como potenciales blancos de resistencias, entre
ellos estan transportadores de moléculas y de compuestos metalicos, proteinas de choque
térmico como HSP70, genes codificantes para amastinas o canales transmembranales como
AQP1 (Monte-Neto et al., 2015; Maharjan & Madhubala, 2015). Otros resultados
interesantes incluyen una mayor cantidad de transcritos asociados a la resistencia al



antimonio trivalente respecto a otros tratamientos para L. donovani o la induccion de
autofagia por parte de L. amazonensis representando una estrategia de supervivencia o de
muerte celular (Ponte-Sucre et al., 2018; Verma et al., 2017; Patino et al., 2019; Rastrojo et
al., 2018).

Los factores que pueden contribuir a la virulencia y patogenicidad han sido investigados de
acuerdo con su proporcion y distribucion entre especies responsables de diferentes
presentaciones de la enfermedad (Depledge et al., 2009; Rochette et al., 2008). Algunos de
estos estudio incluyen ademas lineas resistentes al estibogluconato de sodio y otras drogas o
se enfocan en factores estrechamente relacionados con el tratamiento, estableciendo entonces
la influencia de caracteres conservados y especie-especificos (Hefnawy et al., 2017; Andrade
& Murta, 2014; Matrangolo et al., 2013). -A pesar de esto, a la fecha no se ha realizado una
comparacion interespecifica de perfiles transcriptdmicos entre especies de Leishmania con
resistencia inducida al Sh"', siendo estos resultados cruciales a la hora de abordar el control
de este patdgeno desatendido desde un enfoque holistico o caracteristico del agente etioldgico
y la presentacion clinica. Por ende, el objetivo del presente estudio es proveer una
aproximacion a los perfiles de expresion y potenciales marcadores de resistencia compartidos
y especificos de las principales especies de Leishmania de importancia médica (Subgénero
L. (Leishmania): L. donovani, L. infantum y L. amazonensis; Subgénero L. (Viannia): L.
panamensis y L. braziliensis) resistentes al Sh'"".

MATERIALES Y METODOS

Descarga de secuencias y transcriptomas

Para cada una de las cinco especies de Leishmania (L. donovani, L. infantum, L. amazonensis,
L. panamensis y L. braziliensis). Se utilizaron dos replicas bioldgicas correspondientes a
poblaciones con resistencia inducida experimentalmente al (Sb'") y otras dos a su contraparte
wild-type (sensible al Sb'") por especie (cada una compuesta de dos lecturas pareadas),
disponibles en las bases de datos del ENA y NCBI en formato fastg.gz. Los datos fueron
seleccionados teniendo como criterio el uso de la concentracién media maxima eficaz (ECso)
y el uso de promastigotes en fase logaritmica (Tabla 1).

Tabla. 1 informacion sobre las secuencias y transcriptomas de Leishmania utilizados. En todas se manejé como plataforma Illumina HiSeq 2000. Las librerias fueron paired-

end a excepcion de *.

NUMERO '
ORGANISMO ARTICULO DEL MUESTRA NU?{AEEEI%DE DESCRIPCION F?EEIL\IEORBIQQCDIE;
PROYECTO
Transcriptional responses of SAMEA5858064 4893013 Resistente al Sh"'
Leishmania amazonensis Leishmania (Leishmania) PRIEB33484 SAMEA5858065 3829389 Resistente al Sh" Leishmania mexicana
(UA301) amazonensis in the presence of SAMEA5858068 5069340 Wild-type (MHOM/GT/2001/U1103)
trivalent sodium stibogluconate SAMEA5858069 5017756 Wild-type
Major changes in chromosomal SAMEA5593820 3992856 Resistente al Sb"'
i H 1
Leishmania braziliensis son:j);,sier;ed?;(\zr:s;logbzirllldigene PRIEB31092 SAMEA5593821 4710968 ReS'St?nte al Sb Leishmania braziliensis
(MHOM/BR75/M2904) Leishgama brazi{iensis o SAMEAS5593825 4400059 Wild-type (MHOM/BR/75/M2904)
Leishmania panamensis SAMEA5593826 4135697 Wild-type
Leishmania donovani Genomic and transcriptomic SAMEA103950315 1558126 Resistente al Sht Leishmania donovani
. . - - PRJEB20187 SAMEA103950316 2595657 Resistente al Sh""'
(MHOM/ET/67/HU3) alterations in Leishmania SAMEAL03950318 2478273 Wild-type (MHOM/NP/03/BPK282)




donovani lines experimentally SAMEA103950319 2398344 Wild-type
resistant to antileishmanial drugs
SAMNO7137473 . m
(SRX2833233) 3112158 Resistente al Sb
Comparative Transcriptomic SAMNO7137473 . m
Leishmania infantum* Analysis of Antimony Resistant PRINA348689 (SRX2833324) 5004343 Resistente al Sb Leishmania infantum
(MHOM/BR/74/PPT75) and Susceptible Leishmania SAMNO07137475 1557529 Wild-tvoe (JPCM5)
Infantum Lines (SRX2833322) Rds
SAMNO7137475 .
(SRX2833326) 2718622 Wild-type
Major changes in chromosomal SAMEA5593830 3066848 Resistente al Sh""
Leishmania panamensis somy, gene expression and gene SAMEA5593831 2987384 Resistente al Sh"' Leishmania panamensis
(MHOM/COL/81L13) Lcei;;argz :ig\gerr; ;)Ill eSr:)inIsI ; 2d PRJEB31092 SAMEA5593834 3358738 Wild-type (UA946)
Leishmania panamensis SAMEA5593835 2986493 Wild-type

El control de calidad de las secuencias brutas se determiné a través de la herramienta FastQC
(Andrews, 2010). Posteriormente, se retiraron los adaptadores usando la herramienta
cutadapt (https://cutadapt.readthedocs.io/en/stable) y las lecturas de baja calidad fueron
eliminadas con utilizando el software Trimmomatic (Martin, 2011; Bolger et al., 2010).
Simultdneamente, se descargaron los genomas de referencia (.fasta) y los archivos de
anotacion (.gff) de cada especie en la base de datos de parasitos kinetoplastidos, EuPathDB
(http://eupathdb.org) (Aurrecoechea et al., 2017) (Tabla 1).

Andlisis de expresion diferencial

Inicialmente se realiz6 la conversion de los genomas anotados al formato (.gtf) utilizando el
paquete gffread v0.12.1 (Pertea & Pertea, 2020). Luego, se empled el software STAR v.2.7
para indexar los genomas de referencia empleando los archivos de anotacién (.gtf), por
ultimo, se alinearon los archivos fastq.gz previamente mencionados, generando un archivo
BAM (Dobin et al., 2013). El archivo binario y el genoma de referencia indexado fueron
usados como entrada para HTSeq en la generacién de un archivo de texto con una tabla que
contenia el conteo para cada gen, mediante el pardmetro de interseccion de todos los
conjuntos no vacios, se generaron en total cuatro por especie, dos de ellos a partir de las
lecturas wild-type y los otros dos a partir de las lecturas resistentes al Sb'"' (Anders et al.,
2015).

El archivo de texto sirvi6 de entrada para el paquete de R, Bioconductor DESeq2 v.1.30.0,
donde se evalud la expresion diferencial de los genes a partir de un modelo de distribucién
binomial, aqui las muestras wild-type sirvieron como punto de comparacion para las muestras
resistentes al Sb'", generando un archivo .csv con la informacion estadistica de los DEG
(Love et al., 2014). Para visualizar los genes diferencialmente expresados (DEG) se realizd
un diagrama de Volcan evaluando el promedio de conteo normalizado bajo los siguientes
criterios de significancia estadistica: un punto de corte del nivel de cambio > 1 0 < 1, para
los genes sobrerregulados y subregulados respectivamente, ademas de un Benjamini-Hoch-
berg con un P-value ajustado < 0.01 (Doyle, 2019).

Determinacion de grupos ortélogos y ontologia

Ingresando la identificacion de los DEG se realizo el anélisis de enriquecimiento de ontologia
usando las herramientas de TriTrypDB (http://tritrypdb.org) con un test exacto de Fisher con
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P-value < 0.05, donde los términos de ontologia génica fueron clasificados en tres categorias
(procesos bioldgicos, componentes celulares y funciones moleculares), dichos términos
fueron depurados en REVIGO (http://revigo.irb.hr/) donde se eliminaron términos
redundantes mediante el filtro de genes indispensables. Posteriormente se realizd un
diagrama de barras de los términos de ontologia génica con mayor conteo de genes utilizando
el paquete de visualizacion ggplot2 (Wickhan, 2016).

Por otra parte, se atribuyé un grupo ortdlogo a cada DEG, con el fin de realizar una
homogeneizacién de los datos para su posterior comparacion entre especies, mediante los
parametros adicionales en la busqueda por ID del gen en TriTrypDB (http://tritrypdb.org).
Se construyeron diagramas de Venn para los genes ort6logos utilizando el programa
VennPainter con el fin de ilustrar las relaciones con las especies de Leishmania, se generd
uno para los DEG sobrerregulados y otro para los subregulados, basandonos en el nivel de
cambio (Lin et al., 2016). Finalmente, se generé un Heatmap de los DEG por cada
cromosoma distribuidos entre las cinco especies con el paquete ggplot2 de R (Wickhan,
2016).

RESULTADOS

Transcritos diferencialmente expresados (DEG) entre las especies de Leishmania
resistentes al (Sb'")

No se encontraron diferencias significativas entre las réplicas bioldgicas de cada especie con
el muestreo limitado de las mismas. Se identificaron un total de 1926 genes diferencialmente
expresados contando todas las especies (P-value < 0.01), de los cuales 1118 fueron
sobrerregulados y 808 subregulados. A nivel individual, L. amazonensis reporta la mayor
cantidad de DEG en ambas categorias (382 y 390, respectivamente) mientras que L.
panamensis y L. infantum presentan la menor cantidad de DEG sobrerregulados (65) y
subregulados (16), respectivamente. Entre ellos (L. donovani: 22%, L. infantum: 30%, L.
amazonensis: 17%, L. braziliensis: 41%, y L. panamensis: 13%) codificaban para proteinas
hipotéticas. Los genes pueden ser visualizados en los volcanes que muestran la relacion entre
la expresion media y nivel de cambio para cada uno (Fig. 1, Tabla S2, Tabla S3).

La distribucion de estos genes en los cromosomas de las especies pertenecientes al subgénero
L. (Leishmania) evidencian un patron homogéneo para L. infantum, una cantidad
significativa de DEG en el cromosoma 29 de L. donovani (111) y un namero considerable de
genes en el cromosoma 34 para L. amazonensis (94). Sin embargo, no se observa un patrén
comun para el subgénero o para las especies asociadas a Leishmaniasis visceral (LV). Las
especies pertenecientes al nuevo mundo (L. amazonensis, L. braziliensis y L. panamensis)
también coinciden con un elevado numero de DEG en el cromosoma 23 (58,39, 51,
respectivamente) (Fig. 2, Tabla S2, Tabla S3).
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Fig. 1 Representacion gréafica de los genes diferencialmente expresados entre las lineas sensibles y resistentes de las 5 especies de
Leishmania (A) L. donovani (B) L. infantum (C) L. amazonensis (D) L. braziliensis (E) L. panamensis. Cada punto representa un gen.
Los puntos de color gris indican los genes que no fueron diferencialmente expresados y los puntos azules, ubicados sobre y debajo de
las lineas negras (puntos de corte del nivel de cambio logaritmico), representan los genes diferencialmente expresados con un valor
absoluto > 1 ajustado con un P-value < 0.01, entre ambas lineas. Los nimeros en la parte superior e inferior son la cantidad de DEG
sobrerregulado y subregulado, respectivamente.

Ontologia de genes (GO) diferencialmente expresados entre las especies de Leishmania
resistentes al (Sb'")

A nivel de especie se encontraron diferentes cantidades de ontologia de genes. L. donovani:
(137, 128), L. infantum: (46, 64), L. amazonensis: (69, 160), L. braziliensis: (62, 97), y L.
panamensis: (89, 35), siendo el primer valor de los procesos subregulados y el segundo
sobrerregulados (Tabla S1). Ademas, se determinaron los roles principales de los DEG de las
poblaciones resistentes al Sh""" en cada categoria de los grupos funcionales de los GO (Fig.
3).

A nivel general para las especies de Leishmania, dentro del grupo de procesos bioldgicos los
genes involucrados en el metabolismo (sustancias organicas, drogas y antibi6ticos) y
procesos celulares fueron sobrerregulados mientras que aquellos asociados con
oxidorreduccion, plegamiento de proteinas y procesos replicativos fueron subregulados. En
el grupo de componentes celulares se caracterizé por un aumento en la expresion de los genes
que codificaban para proteinas de la membrana y sus componentes integrales, asi como su
estructura de movimiento. Al contrario, con lo que sucede con los DEG subregulados donde
estan componentes internos, citoplasma y ribosoma principalmente. Los genes
sobrerregulados con una funcion molecular mas representativos incluyen procesos cataliticos
y de transporte, ademas de la union a moléculas pequefias, compuestos metalicos y drogas.
Los genes subregulados siguen el patrén estructural y encontramos una reduccion en la union
a proteinas y acidos nucleicos, actividad de hidrolasa y oxidorreductasa (Tabla S1). A nivel



individual la ontologia de genes con mayor enriquecimiento fue: L. donovani: (regulacion
de la replicacion de ADN (6899)), L. infantum: (complejo de union a proteinas (33193)), L.
amazonensis: (metabolismo de isocitrato (2288)), L. braziliensis: (metabolismo de cisteina 'y
glicerol (5267)), y L. panamensis: (metabolismo de esfingolipidos (8566)) (Tabla S1).
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Fig. 2 Heatmap del conteo de los genes diferencialmente expresados
distribuidos por los cromosomas de las especies de Leishmania. El color gris
indica la ausencia de cromosoma en esa especie. Los colores mas oscuros
representan un mayor conteo y los colores claros un menor conteo.
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ESPECIES DE LEISHMANIA
Comparacion del perfil transcriptémico de las especies de Leishmania

Los datos revelan que los genes ortdlogos propios de cada especie son predominantes en
proporcion respecto a los compartidos, esto se da tanto para los DEG subregulados (606)
como sobrerregulados (821). En cantidad le siguen los genes comunes entre dos especies
(subregulados: 76; sobrerregulados: 106), donde cada combinacion posible entre dos
especies presentaba al menos un ortélogo compartido. En el caso de L. donovani y L.
infantum, involucradas en la LV, se hallaron cuatro ortélogos (OG6_100045, OG6 101028,
0OG6_101741, OG6_206698) referidos a transporte de sustancias y en eventos cataliticos
(Fig. 4, Tabla S2). Ya entre tres especies se encontraron ortdlogos compartidos en tres
combinaciones de especies. La primera entre las especies del subgénero L. (Viannia) junto
con L. amazonensis, que son especies distribuidas en el nuevo mundo y que generalmente
son asociadas a CL. (OG6_156932, OG6_100025, OG6_142640 y OG6_478666) referentes
a proteinas motoras de microtibulos y enzimas de union de moléculas. Otra combinacion
donde se observo similitudes en ortdlogos fue entre L. amazonensis, L. donovani y L.
panamensis (OG6_110995, OG6_127587, OG6_101746 y OG6_157042).
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Fig. 3 Las predicciones de ontologia de genes (GO) para los genes diferencialmente expresados. La grafica de barras muestra las funciones mas representativas de las tres categorias basandose en el conteo de genes asociados. El enriquecimiento
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Para L. braziliensis, L. donovani y L. infantum se encontré un solo ortélogo en comun
(OG6_119258). Finalmente, no se hallé un ortélogo en comun del subgénero L. (Leishmania)
(Fig. 4, Tabla S3).

Ningun gen ortologo fue compartido entre todas las especies y solo dos (OG6_ 152462 y
OG6_200283) lo fueron entre cuatro especies (L. donovani, L. braziliensis, L. amazonensis
y L. panamensis) ambos sobrerregulados asociados a una proteina de unién a RNA vy al
citocromo b5, respectivamente. Un diagrama de Venn ilustra el nimero de los DEG
compartidos y propios de las lineas resistentes al (Sb'"") de las especies de Leishmania (Fig.4).
Ademas, la especificacion de los ortlogos especificos y compartidos junto la informacion
estadistica fue recopilada (Tabla S2, Tabla S3).

SUBREGULADO SOBRERREGULADO

L. braziliensis L. braziliensis

L. amazonensis L. donovani L. amazonensis L. donovani
311 12 281 0
84 205
0 0
7 12
0 0
0 0 0 4
0 0
2 (I e
38 8
3 0 0 1 0 10
0 0
1
6 0 1 1 3
129 12 a7 157
L. panamensis L. infantum L. panamensis L. infantum

Fig. 4 El diagrama de Venn muestra el nimero de grupos ort6logos sobrerregulados y subregulados. Los valores externos de cada punta son propios de cada especie,
mientras los valores internos son compartidos entre dos 0 mas especies.

DISCUSION

Las fallas terapéuticas asociadas a las drogas de primera eleccién en enfermedades
parasitarias son un problema que dificulta su control, una de sus principales causas es la
adquisicion de resistencia por parte de los agentes etioldgicos (Uliana et al., 2018). Los
mecanismos de resistencia de las especies de Leishmania frente al antimonio trivalente han
sido evaluados desde aproximaciones individuales. Sin embargo, el establecimiento de
patrones de estas respuestas, basados en las diferentes clasificaciones del parasito
(taxonomica y médica), podria permitir aproximaciones a dilucidar posibles blancos
terapéuticos comunes y comprender la relevancia de la biologia de las especies en la
adaptacion a condiciones de estrés. En este estudio, presentamos el primer analisis
comparativo de las respuestas transcripcionales de cepas resistentes al Sbh" inducidas
experimentalmente de cinco especies de Leishmania, incluyendo representantes de los



subgéneros L. (Leishmania) y L. (Viannia) asociados generalmente a manifestaciones
clinicas diversas (CL, MCL y VL).

En primer lugar, identificamos un gran namero (1926) de genes diferencialmente expresados
entre las cepas sensibles y resistentes en todas las especies de Leishmania (Fig. 1). Esto
posiblemente sea consecuencia de las propiedades de base del parasito, empezando por el
repertorio de genes Unicos y los patrones de expresion que tengan una repercusion en su
virulencia, los cuales necesariamente no tienen que estar vinculados a la resistencia a
tratamientos. Ya que, Leishmania esta expuesta a otras condiciones estresantes (ej. el estrés
oxidativo en los macrofagos o la contaminacién por arsénico en el medio) (Decuypere et al.,
2012; Yardley et al., 2006). Ambos repertorios de genes diferencialmente expresados podrian
discriminarse en estudios posteriores usando lineas celulares involucradas durante el proceso
de infeccidn del parasito sin intervencién del tratamiento.

Entre las proteinas codificadas por los transcritos de las cepas resistentes, encontramos
términos GO asociados principalmente procesos metabdlicos, probablemente por la accion
inhibitoria en la glicolisis o la oxidacion de acidos grasos por parte del antimonio trivalente,
esto es concordante con estudios previos en L. donovani y L. major (Fig. 3) (Singh & Sundar,
2017; Rabhietal., 2012; Biyani et al., 2011); en cuanto funciones moleculares evidenciamos
la ontologia génica asociada a uniones a diferentes compuestos, especialmente aquellos con
propiedades ionicas, probablemente referido al secuestro de conjugados metal-tiol por parte
de los cassettes de unién a ATP (transportadores ABC), un mecanismo de resistencia
ampliamente reportado en especies como L. infantum y L. major (Manzano et al., 2013; EI
Fadili et al., 2005; Légare et al., 2001); ya para los componentes estructurales del patégeno,
el mas significativo era la membrana, debido probablemente a propiedades como la cantidad
de ergosteroles los cuales son requeridos para la proteccidon frente a las especies reactivas de
oxigeno (ROS) generadas en la activacion biologica del antimonio y/o la presencia de
transportadores (Mathur et al., 2015; Frézard et al., 2014). Muchas de las descripciones de
los productos eran redundantes incluso después de la depuracion con REVIGO, por lo que
en oportunidades futuras la reconstruccion de vias de sefializacion podria ser una mejor
alternativa a la hora de un analisis funcional.

Uno de los mecanismos adaptativos por los cuales se modula la dosis génica en especies
ausentes de regulacion transcripcional como Leishmania, es el cambio en el nimero de copias
de cromosomas, cuyo numero de base es un mosaico cromosomal donde se pueden presentar
desde monosomias hasta cromosomas supernumerarios, aunque la mayoria de los
cromosomas son disomicos (Rogers et al., 2011). Leishmania ademas tiene la capacidad de
amplificar y eliminar regiones especificas de algunos loci mediante eventos de
reordenamiento y recombinacion como una estrategia frente a los cambios ambientales
(Laffitte et al., 2016; Ubeda et al., 2014). Estas podrian llegar a ser algunas de las posibles
razones detras de la sobrerrepresentacion de DEG a nivel del cromosoma 23 en las especies
encontradas en el nuevo mundo y relacionadas con LC (L. amazonensis, L. braziliensis y L.
panamensis) (Fig. 2). Aqui gran parte de los genes corresponden a transportadores ABC,
involucrados en la entrada y distribucion de la droga en el organismo (Douanne et al., 2020;
Barrera et al., 2017). Aunque en otros estudios de aislamientos resistentes al Sb"' de especies
del viejo mundo como L. infantum y L. major también se ha reportado aneuploidia
significativa en el cromosoma 23, igualmente asociados a los transportadores ABC, lo que lo



apunta como un potencial biomarcador de resistencia mas alla de la manifestacién clinica del
patdgeno y su distribucidn geografica (Brotherton et al., 2013; Mukherjee et al., 2013). Por
otra parte, el cromosoma 34 de L. amazonensis y L. braziliensis poseen genes relacionados
con el metabolismo de la arginina, a la cual contribuye no solo al mantenimiento del balance
de oxido reduccion si no también en la expresion de factores de virulencia como GP63 y
otros genes que codifican para amastinas, estas Ultimas importantes en la diferenciacion de
Leishmania (Passenda & da Silva, 2020). Sin embargo, en estudios posteriores se podrian
aplicar datos gendmicos para respaldar estas hipotesis.

Para la comparacion de grupos ortélogos, se hallaron dos ortélogos compartidos entre
especies de ambos subgéneros (L. amazonensis, L. braziliensis, L. donovani y L. panamensis)
(Fig. 4, Tabla S3). Uno de ellos OG6_152462, codificante para proteinas de union a RNA
(RBPs), las cuales estan presentes en los procesos de control postranscripcional de la
expresion de los genes, algo fundamental en los tripanosomatidos, posible razén que se
encuentren presentes y diferencialmente expresados en varias especies. Incluso ya ha sido
descrita como un blanco terapéutico de interés al afectar la virulencia del parasito debido a
una expresion alterada (Rashidi et al., 2020; Nocua et al., 2017). El otro ortélogo fue
0OG6_200283, codificante para un componente del complejo NAD(P)H citocromo B5
oxidorreductasa, cuya sobrerregulacion puede favorecer la supervivencia del parasito en un
medio con deficiencia de lipidos, algo que experimenta no solo al estar expuesto al antimonio
trivalente sino también durante su ciclo de vida. Es probable que se encuentre en varias
especies por su participacién en la sintesis de novo del &cido linolénico, acido graso
insaturado méas comun en Leishmania que a su vez ha sido relacionado con una disminucion
de estrés oxidativo por ROS (Mukherjee et al., 2018; Mukherjee et al., 2012).

No obstante, el patron general indica una proporcién mayoritaria de genes ortélogos Unicos
de cada especie en comparacién con aquellos compartidos entre una 0 mas especies. Mientras
que a nivel de subgéneros no se evidencia un numero de relaciones ortélogas considerables,
dentro de L. (Leishmania) no se presentan ortélogos propios y en L. (Viannia) solo se
encuentran 7 genes ortélogos propios (Fig. 4). Esto se debe probablemente a que los
mecanismos de la resistencia al antimonio son bastante complejos y multifactoriales, donde
las caracteristicas de cada especie pueden contribuir a la respuesta final, los que a su vez son
un reflejo de la clasificacion taxonémica, la ubicacion geografica y la manifestacion clinica,
aungue un analisis a nivel poblacional permitiria un analisis mas a fondo (Fernandez et al.,
2014; Jeddi et al., 2014; Bafuls, 2007). Por otra parte, algunos de estos ort6logos pueden
estar asociados a una respuesta general al estrés mientras que otros a los mecanismos de
resistencia de Leishmania al antimonio, donde las cepas resistentes podrian modificar el
comportamiento normal de las vias metabolicas para elaborar su fenotipo (Matrangolo et al.,
2013). Lo cual va de la mano con los diferentes mecanismos de accion que tiene la droga
para combatir el parésito donde se incluyen la fragmentacion de material genético, la
induccidn de estrés oxidativo, interferencia en las interacciones proteicas, incremento de Ca+
intracelular, etc. (Chakravarty & Sundar, 2010; Haldar et al., 2010; Croft et al., 2006).

A nivel metodoldgico, posibles causas incluyen limitaciones sobre la cantidad de evidencia
funcional e inherente anotacion en una o varias especies, y la gran especificidad de los grupos
ortologos, donde dos 0 mas genes pertenecientes a la misma via metabdlica y/o proceso de
caracter molecular/estructural incluso a nivel de un mismo complejo sean tomados como



diferentes basados en caracteristicas que en un orden préctico podrian ser prescindibles
(Aslett et al., 2010). Un ejemplo son los ortélogos OG6_101492 y OG6_101499, ambos
putativos codifican para el mantenimiento estructural del cromosoma en L. amazonensis,
pero uno de ellos pertenece a una familia proteica (Tabla S2). El uso de Unicamente la
secuencia de dos replicas bioldgicas para cada condicion también puede repercutir en la
generacion de probables falencias de sensibilidad y especificidad estadistica o la ausencia de
datos sobre otros genes diferencialmente expresados. Otro escenario que puede contribuir a
una mayor proporcion de genes propios por especie es que el ortélogo sea compartido pero
que su expresion diferencial sea diferente, como ocurre, por ejemplo, con OG6_119258
donde este transportador de nucleobases es subregulado en L. braziliensis, L. donovani y L.
infantum, pero sobrerregulado en L. panamensis (Tabla S2, Tabla S3). Estos cambios en el
transcriptoma también podrian estar correlacionados a empalmes trans alternativos, un
mecanismo de heterogeneidad descrito en tripanosoméatidos como L. major y T. brucei
(Dillon et al., 2015; Michaeli, 2011). Ademas, se pueden presentar cambios a nivel del
transcrito atribuidos a diferencias en la maduracion y estabilidad del ARNm mediados
principalmente por eventos de poliadenilacion o deadenilacion, en gran medida por parte de
proteinas de unién a ARN (Clayton, 2016).

En cuanto las limitaciones de nuestro estudio se deben tener en cuenta, el uso de
promastigotes en lugar de amastigotes, considerando que se ha demostrado diferencias
transcriptomicas en ambos estadios y que los amastigotes al ser la forma infectiva e
intracelular del parésito representan la mejor alternativa en estudios in vitro de exposicion a
drogas (Vermeersch et al., 2009). Condiciones experimentales que probablemente pueden
repercutir en los resultados incluyen la estabilidad de las lineas sensibles y resistentes el cual
es determinado por el tiempo en su medio respectivo. Cabe mencionar, que las rondas de
seleccion de resistencia y su duracion también variaban dependiendo de la especie, pero esto
iba de la mano de las dosis necesarias hasta llegar a un punto de corte comun (ECsp). Por otra
parte, cabe mencionar que la resistencia y otros factores de virulencia pueden variar incluso
de forma intraespecifica, por lo que estudios posteriores deberan considerar una mayor
cantidad de cepas, de cada una de las especies evaluadas en este trabajo, preferiblemente
recolectadas de zonas geograficas comunes (Urrea et al., 2018; Rugani et al., 2018).
Establecer las relaciones de nuestros resultados con estudios llevados a nivel de proteoma y
de estructura cromosomal (general y local), podria contribuir a un mejor entendimiento de
los mecanismos de resistencia y el establecimiento de patrones entre especies (Downing et
al., 2011). Investigaciones posteriores deben dirigirse a determinar el papel de las proteinas
hipotéticas y genes con funcién desconocida ya que representan un porcentaje significativo
de los potenciales marcadores individuales.

Nuestro estudio contribuye al conocimiento de los patrones de resistencia al antimonio
trivalente de varias especies de Leishmania a nivel de expresion genética de acuerdo con su
clasificacion taxondmica diferencial. Se presentd una predominancia de respuestas propias,
asociados principalmente a procesos biologicos y componentes celulares. Asimismo, se
evidenciaron algunos DEG potenciales que podrian llegar a ser evaluados como blancos
terapéuticos dirigidos a un subgénero o manifestacion clinica especifica, los cuales dada su
funcion pueden estar regulados en condiciones estresantes mas alla de la exposicion al Sb'",
como la deficiencia lipidica y el control postranscripcional (proteina de unién a RNA vy al
citocromo B5). Por otra parte, la resistencia al antimonio trivalente es un fenémeno



multifactorial por lo que se deben considerar y controlar otras variables, las cuales incluyen
propiedades intrinsecas del parasito y del tratamiento. Esta informacion junta sugiere que las
investigaciones de los mecanismos de resistencia deben ser dirigidas a componentes especie
especificos, principalmente aquellos asociados al estrés oxidativo, la membrana y el
transporte de la droga en el parasito.
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