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RESUMEN

La leishmaniasis cutanea americana (LCA) es una parasitosis causada por
protozoarios de la familia Trypanosomatidae, género Leishmania que afecta
hospedadores vertebrados, incluyendo al hombre, transmitidos por la picadura de
insectos hematdfagos del género Lutzomyia. Estos organismos son parasitos
obligados de células del sistema fagocitico mononuclear, transportados por via
linfatica y/o sanguinea desde el lugar de las lesiones invadiendo piel, mucosa y
fluidos corporales incluyendo saliva. En el presente trabajo de tesis se logré
detectar la presencia de Leishmania o parte de su genoma, en saliva de pacientes
después de aplicar tratamiento especifico anti-Leishmania a distintos tiempos de
cicatrizacion, utilizando la técnica Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR-
por sus siglas en inglés). Esta investigacion descriptiva-observacional, de disefio
no experimental, se llevd a cabo en pacientes previamente diagnosticados en un
laboratorio especializado y seleccionados para tal fin. Se estudiaron 10 pacientes
con lesiones cicatrizadas previamente corroboradas por métodos parasitolégicos
(deteccion de formas del parasito en extendidos coloreados), inmunoldgicos
(prueba de intradermorreaccion) a quienes fueron tomadas muestras de saliva, a
diferentes tiempos post cicatrizacion, lograndose obtener amplificacién de ADN
de leishmania en las muestras de saliva utilizando un PCR multiplex
convencional, lo cual permitid detectar especificamente la especie que genero la

infeccion.

Palabras Claves: ADN-Leishmania; Leishmaniasis cutanea; Saliva;
PCR.
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INTRODUCCION

La leishmaniasis cutdnea americana (LCA) es una enfermedad
metaxénica (transmitida por insectos) causada por protozoarios del
género Leishmania, ampliamente distribuida en todo el continente
americano, habiéndose registrado en pobladores rurales y semiurbanos
desde México hasta Argentina. Los parasitos son transmitidos por la
picadura de hembras de insectos hematéfagos del género Lutzomyia,
incriminados como vectores, en lugares donde existen las condiciones de
riesgo. Algunas especies de estos insectos se alimentan sobre un amplio
rango de hospedadores vertebrados, incluyendo canidos, roedores y
humanos, habiéndose registrado patrones de transmision zoonéticos y
antroponoticos.

La leishmaniasis no es una sencilla entidad nosoldgica, ya que comprende
una variedad de sindromes debido, fundamentalmente, a la diversidad de
parasitos que afectan diferentes poblaciones, cada una relacionada con
sus caracteristicos vectores y reservorios animales. El espectro clinico de
la leishmaniasis es tan amplio que su rango se extiende desde infecciones
asintomaticas o subclinicas hasta casos de alta severidad. Asimismo, la
leishmaniasis cutanea (LC) puede ser detectada por lesiones confinadas
en la piel de individuos infectados y la leishmaniasis mucocutanea (LMC)

causando destrucciones del tabique nasal o de la region nasofaringea®.

En la region neotropical la LC es causada principalmente por las
especies Leishmania braziliensis y Leishmania mexicana transmitida por
varias especies flebotominas. En Venezuela la LC es endémica en la
mayoria de las regiones que conforman la eco- geografia del pais, siendo
las areas més afectadas o endémicas las poblaciones ubicadas en las
alturas andinas, donde la casuistica supera con creces cualquier otra

region del pais?. La amplia distribucion de Leishmania en el cuerpo del



hospedador humano a traves de la red linfatica y la circulacion sanguinea,
permite al parésito invadir diferentes areas de la piel, mucosa y los
diferentes fluidos corporales incluyendo orina, esperma, secrecion
faringea y saliva. Comprendiendo la complejidad del problema y la
necesidad de clarificar ciertos eventos recientemente publicados en la
literatura cientifica, relacionados con la capacidad de invasion de

Leishmania a la cavidad bucal®*®.

En el presente trabajo se pretende detectar la presencia de Leishmania en
saliva de pacientes que han sufrido leishmaniasis cutnea y recibido
tratamiento leishmanicida, lo cual aunque produce la cicatrizacion de la
lesion ulcerosa, no es garantia de la desaparicidn de parasitos persistentes
en cualquier parte de la economia donde la respuesta inmune no llega con
eficiencia liberadora de la infeccidn, la cual puede persistir por tiempo
variable, post tratamiento, como ocurre en otros organismos de la familia
Trypanosomatidae a la cual pertenecen organismos del género
Leishmania, aqui estudiado y planteado reiteradamente por
investigadores venezolanos pertenecientes a nuestra institucion

universitaria’12.

Por tal razén, el presente proyecto tuvo como objetivo fundamental
detectar ADN de Leishmania en el fluido salival mediante el uso de
técnicas producto de la nueva biotecnologia utilizando el ensayo de PCR
en muestras de pacientes identificados con la infeccion y post tratamiento
especifico leishmanicida. Este estudio se llevd a cabo bajo el
asesoramiento de investigadores del Centro de Investigaciones
Parasitologicas “J.F. Torrealba” de la Facultad de Ciencias y la catedra
de Anestesiologia y Cirugia Estomatologica “Dr. Juan O. Bricefio” de la

Facultad de Odontologia de la Universidad de Los Andes.



CAPITULO I

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Definicion y contextualizacion

La LC es la mas comun de las leishmaniasis, causa cerca de un millon de casos
por afio, llegando a producir complicaciones tales que incapacitan al hospedador
humano para realizar sus tareas habituales o provocar desfiguraciones dificiles

de controlar si no se atienden en su debido tiempo®3.

El ciclo bioldgico de las leishmanias causantes de leishmaniasis cutanea,
comienza una vez ocurrido su deposito en el cuerpo del individuo picado por un
insecto vector previamente infectado, introduciendo durante el acto de
alimentacion con la sangre del hospedador, formas infectivas del paréasito. Tales
formas son tomadas por las células del sistema fagocitico mononuclear
(macrdéfagos, células dendriticas, entre otras) para ser presentadas como antigeno
al ganglio linfatico mas cercano. Desde ese momento, la distribucion de las
leishmanias en el cuerpo del hospedador sigue la red linfatica, invadiendo tejidos
y fluidos a lo largo de todo el cuerpo del individuo, resultando mayor accion del

paréasito en los puntos de concentracion del mismo?.

Aun cuando la mayoria de las lesiones son evidenciadas en el hospedador, por lo
que generalmente las lesiones de individuos infectados con leishmaniasis son
asociadas a Ulceras cutaneas, no es raro que tales parasitos alcancen durante su
distribucion fluidos como orina, secreciones faringeas, lagrimas, esperma y

saliva o permanezcan en el cuerpo del hospedador sin provocar sintomatologia



permaneciendo por largos periodos sin provocar lesiones aparentes como

infecciones inaparentes, ocultas o asintomaticas®.

Asi mismo, la leishmaniasis cutanea americana (LCA) es considerada una
enfermedad desatendida que afecta gran parte de la poblacion latinoamericana en
general, siendo Venezuela reconocida como pais endémico, debido a que la
infeccion se encuentra esparcida por todo el territorio nacional, ubicandose como
areas mas afectadas la geografia andina, incluyendo los estados Téachira, Trujillo

y Mérida?.

Por tal razon, la problematica causada por esta parasitosis en el pais, refleja un
sistema complejo al analizarse desde el punto de vista clinico, observando desde
un perfil de casos asintomaticos o subclinicos, sin lesiones aparentes no
detectables al examen fisico, hasta lesiones de amplia magnitud causantes de
ulceraciones de tamafo y gravedad tal que algunas veces discapacitan al paciente
portador de la infeccidn. Es por ello, que estas dos situaciones presentes plantean
la necesidad de concebir esta enfermedad como un problema de salud publica
que requiere atencién constante e inmediata para evitar extension de la misma 'y
su transformacion en caos para la poblacién, que rebase la capacidad de control

por parte del sistema de salud nacional y regional®*.

La situacion epidemioldgica mostrada, aunada a la complejidad clinica, obliga a
buscar métodos diagnosticos certeros que puedan aplicarse de manera rutinaria
en los centros de salud en las areas endémicas. Desafortunadamente, la capacidad
diagnostica para la leishmaniasis en el pais esta reducida a algunos centros
especializados, ya que el sistema de salud nacional no cuenta con una red
constituida con un personal capacitado para tales fines, debido a que los centros
de diagndstico existentes se encuentran en las grandes ciudades o en zonas

alejadas de los sitios donde la frecuencia de casos es mayor. Mas aln, cuando



existen esos centros carecen de elementos diagndsticos necesarios o de la

experticia de su personal para realizarlos *°.

La complejidad clinica, obliga a buscar métodos diagndsticos certeros ademas de
los parasitoldgicos que incluyen técnicas microscopicas, cultivos, métodos
inmunoldgicos basadas en deteccidn de anticuerpos y técnicas moleculares como
los ensayos de PCR, demostrando ser uno de los mas utilizados para aplicarse sin

inconvenientes en los centros de salud en las areas endémicas °16.

Esta parte de la problematica refleja la situacion real sobre el desconocimiento
de la proporcion de individuos infectados por Leishmania en el territorio
nacional, donde las cifras aportadas como prevalencia son un subregistro de la
situacion actual. Comprendiendo la complejidad del problema y la necesidad de
clarificar ciertos eventos recientemente publicados en la literatura cientifica,
relacionados con la capacidad de invasion de Leishmania a la cavidad bucal, de

pacientes con leishmaniasis cutanea®®1°,

Al considerar la infeccidn causada por este parasito y su repercusion en la salud
del paciente que presenta lesiones cutaneas, es necesario tener en cuenta la
capacidad de distribucion de este organismo en los diferentes tejidos del

hospedador humano®?°.

1.2 Hipotesis
La deteccion de ADN de Leishmania en saliva de pacientes que han sufrido

leishmaniasis cutdnea y recibido tratamiento leishmanicida, demuestra la

persistencia del parésito, a diferentes periodos post tratamiento.



1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo general

Detectar la presencia de ADN de Leishmania en muestras de saliva de pacientes,

utilizando ensayos de PCR, a diferentes periodos post tratamiento.

1.3.2 Objetivos especificos

e ldentificar pacientes con infeccidn por Leishmania en distintos periodos
post tratamiento leishmanicida.

e Clasificar los pacientes post tratamiento por tiempo transcurrido de
cicatrizacion.

e ldentificar, utilizando ensayos de PCR, la presencia de Leishmania
causante de la infeccidn en fos pacientes admitidos al estudio.

1.4 Justificacion

Dada la importancia de la leishmaniasis como problema de salud publica, se
pretende ensayar una técnica producto de la nueva biotecnologia para detectar la
presencia de Leishmania, o parte de su genoma (ADN) en muestras de saliva de
pacientes que han sufrido leishmaniasis cutanea, infeccion causada por
Leishmania braziliensis especie que circula mayoritariamente en esta parte de la
geografia regional. Asimismo, se muestra la preocupacién desde el punto de vista

de la practica odontolégica, asomandose su utilidad potencial en estudios clinicos



y epidemioldgicos por la sensibilidad y especificidad del método para detectar la
presencia de la infeccion en individuos con lesiones activas, casos subclinicos,
es decir, con infeccion oculta o inaparente y, particularmente considerando la
capacidad de persistencia del parésito en el hospedador, evadiendo la accion del
sistema inmunitario, visualizdndose en el estudio la pertinencia social del mismo.
Otro aspecto de relevancia en la presente propuesta, es la potencialidad del
resultado, el cual podria permitir no solo detectar la presencia de Leishmania,
como agente etioldgico de una enfermedad endémica en la region, sino también
advertir al profesional de la odontologia sobre el inminente peligro de una posible
infeccion si se ignora la posibilidad de estar actuando profesionalmente en la

cavidad bucal de un posible portador de Leishmania.



CAPITULO 11

MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes.

Garnham 1987 nos ensefia en su libro las bases de esta parasitosis y asegura que,
la leishmaniasis es una enfermedad transmitida por insectos causada por
protozoarios del género Leishmania. Esta infeccion se encuentra ampliamente
distribuida en las regiones tropicales y subtropicales del globo terraqueo,
habiéndose registrado en pobladores de cerca de 100 paises de Africa, Asia,
América y Europa, estimandose que entre 900.000 a 1.500.000 individuos se
infectan cada afio, aunque sélo una fraccion de ellos desarrollan la enfermedad y
alrededor de 25.000 personas mueren como consecuencia de la infeccion. Los
parasitos son transmitidos por la picadura de hembras de especies de insectos
hematofagos de los géneros Phlebotomus y Lutzomyia, incriminados como
vectores en los llamados viejo y nuevo mundo, respectivamente. Algunas
especies de estos insectos poseen un amplio rango de hospedadores vertebrados
sobre los cuales se alimentan, incluyendo canidos, roedores y humanos,

habiéndose registrado patrones de transmision zoondticos y antropondticos®.

La leishmaniasis no es, de ninguna manera, una sencilla entidad nosoldgica, ya
que comprende una variedad de sindromes debido, fundamentalmente, a la
diversidad de parésitos que afectan diferentes poblaciones, cada una relacionada
con sus caracteristicos vectores y reservorios animales. El espectro clinico de la
leishmaniasis es tan amplio que su rango se extiende desde infecciones
asintomaticas o subclinicas hasta casos de alta severidad, causante de una gran
mortalidad. Asimismo, sus lesiones pueden ser detectadas: I.- Confinadas en la
piel de individuos infectados, en la leishmaniasis cutanea (LC); Il.- Causando

destrucciones del tabique nasal o de la regién nasofaringea, en la forma de



leishmaniasis mucocutanea (LMC), y Ill.- Presentandose en la forma de
leishmaniasis visceral (LV) o kala-azar, invadiendo érganos del sistema
fagocitico mononuclear (SFM) como el higado, el bazo, la médula ésea y
ganglios linfaticos y que, en ausencia de terapia especifica, mas de las veces

termina en inminente muerte.

La problematica causada por la leishmaniasis es considerada no solamente
compleja, sino también de distribucion global. Hasta hace aproximadamente un
siglo, la leishmaniasis fue considerada realmente importante solo en India, China,
el oriente medio, el sur de Europa y parte de Suramérica. Sin embargo, en el
presente siglo XXI se reconoce como problema de salud publica en todo el
mundo con excepcion de la Antartida. Tal distribucion geogréafica podria ser
atribuida a la presencia de las eficientemente adaptadas especies de flebotominos
vectores y a susceptibles animales vertebrados que actlan como reservorios de
la infeccion. En estos dltimos, las leishmanias se alojan y reproducen
intracelularmente, invadiendo el citoplasma de las células que conforman el
sistema fagocitico mononuclear (SFM) del correspondiente hospedador

vertebrado®.

Lainson & Shaw 19987, en su estudio reconocen aproximadamente 20 especies
de Leishmania descritas e incriminadas como patdgenas para humanos y
animales. Aunque todas las especies son morfolégicamente similares, pueden
causar formas clinicas diferentes incluyendo leishmaniasis cutanea (LC),
leishmaniasis mucocutanea (LMC) y leishmaniasis visceral (LV) dependiendo
del tipo de células fagociticas invadidas. En LC, los parasitos infectan
macrofagos presentes en la piel, mientras que en LV otras células del SFM son
invadidas transportando los parésitos hasta 6rganos como el higado, bazo,

médula 6sea y ganglios linfaticos?’.

Steverding, en 2017*3, asegura que la mas comdn de las leishmaniasis es la LC

causando cerca de un millén de casos por afio, mientras que la LV provoca



aproximadamente 500.000 casos por afio, siendo la forma méas severa causando
més de 90% de casos fatales en individuos infectados sin tratamiento

especificot®,

Afiez et al., 1988, 2018; Costa et al., 2009; Weigle & Saravia, 1996 181519-20
coinciden en sus estudios realizados en diferentes tiempos que la leishmaniasis
cutdnea americana (LCA), es una enfermedad tropical de las consideradas como
dolencias olvidadas, estando entre las mayores amenazas en la poblacién humana
que vive en areas donde esta parasitosis es endémica. Esta forma de leishmaniasis
es la mas cominmente encontrada esparcida por todo el mundo y se estima la
aparicion de un millon de casos anualmente. EI amplio espectro clinico asociado
con la gran cantidad de especies de insectos vectores responsable de la
transmision del parésito hace de la LCA una compleja y altamente riesgosa
enfermedad, la cual oscila desde infeccion subclinica, oculta o inaparente hasta
impresionantes lesiones en la piel 0 mucosas, poniendo en riesgo la actividad del

hospedador humano y su calidad de vida 8151920,

Sendino et al., 1990; Altes et al., 1991; Mabrahtu et al., 1993; Fahal et al., 1995.,
Hill, 19982125, también coinciden en sus estudios en que la amplia distribucion
de Leishmania causando LCA a través de la red de ndodulos linfaticos y
circulacién sanguinea, permite al paréasito invadir diferentes tejidos u 6rganos del
cuerpo humano incluyendo piel, mucosa ademés de varios fluidos del cuerpo

humano como orina, esperma, secrecion faringea y saliva?-,

Mohammad et al., 20162 sugieren que, la deteccion temprana de enfermedades
no sélo es vital para reducir la gravedad de la enfermedad y prevenir
complicaciones, sino que también es fundamental para aumentar la tasa de éxito
de la terapia. La saliva ha sido estudiada extensamente como una herramienta de
diagndstico potencial durante la Gltima década debido a su facilidad y

accesibilidad no invasiva, junto con su abundancia de biomarcadores, como

10



material genético y proteinas. Esta revision actualizard al meédico sobre los
avances recientes en biomarcadores salivales para diagnosticar enfermedades
autoinmunes (sindrome de Sjogren, fibrosis quistica), enfermedades
cardiovasculares, diabetes, VIH, cancer oral, caries y enfermedades
periodontales. Teniendo en cuenta su exactitud, eficacia, facilidad de uso y
rentabilidad, las pruebas de diagnostico salival estaran disponibles en los
consultorios dentales siendo herramientas de diagndstico salival sensibles y
especificas que logren el establecimiento de pautas definidas y los resultados
después de pruebas rigurosas permitirdn diagnosticos que se utilizaran como

pruebas en el sillon para varias enfermedades orales y sistémicas en un futuro?.

Siriyasatien et al., 2016., Phumee et al., 2013%2?": de la misma manera coinciden
en sus estudios diciendo que la deteccién de ADN de Leishmania en leucocitos
de la sangre de paciente con LCA permite explicar la emergencia de casos

subclinicos, lesiones recurrentes y/o aparicion de lesiones mucosas %27,

Netranapha Pandey et al., 20182 en su estudio hablan de la leishmaniasis como
una enfermedad tropical desatendida que causa infecciones oportunistas entre los
pacientes con VIH/SIDA. La forma fatal de esta enfermedad es la leishmaniasis
visceral (LV). El ADN de Leishmania se puede detectar en la saliva, por lo que
la recoleccidn no es invasiva y requiere poca experiencia. Este estudio tuvo como
objetivo evaluar la sensibilidad y especificidad de Leishmania en muestras
emparejadas de saliva y capa leucocitaria de 305 pacientes tailandeses con
VIH/SIDA en el Hospital Trang, provincia de Trang, sur de Tailandia. Para la
infeccion asintomatica por Leishmania en pacientes tailandeses con VIH/SIDA,
la sensibilidad y la especificidad de la PCR-ITS1 anidada en la capa leucocitaria
fueron del 73,9 y del 100 %, respectivamente. Sin embargo, la sensibilidad en
saliva fue del 26,1% y la especificidad del 100%. Mediante el uso de Nested-
PCR-ITS1, las muestras de saliva y capa leucocitaria mostraron una

concordancia positiva en solo el 52,0 % de los pacientes. Los resultados de las
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pruebas de saliva con nested-PCR-ITS1 mostraron una concordancia positiva con
la prueba de aglutinacion directa (TAD) en el 46,5 % de los pacientes. Solo el
12,1 % de las muestras mostré una concordancia positiva para la infeccion por
Leishmania entre las tres pruebas: saliva, capa leucocitaria y resultados de TAD.
Mediante la secuencia de nucle6tidos, se identificaron al menos tres especies de
infeccion por Leishmania en la saliva, es decir, L. siamensis (n = 28), L.
martiniquensis (n = 9) y L. donovani complex (n = 1). Como resultado, la capa
leucocitaria todavia parece ser una mejor muestra para diagnosticar una infeccion
asintomatica de LV en personas con VIH. Sin embargo, el uso en conjunto de la
capa leucocitaria y la saliva como muestras clinicas aumentaria la sensibilidad de

la deteccion de Leishmania?.

Guevara et al., 1993, 1994., Afez et al., 2000142°30, tienen previos reportes
mostrando evidencias de circulacion de ADN de Leishmania en muestras de
sangre de pacientes afios después de haber cicatrizado lesiones o después de un
evento traumatico a diferentes periodos post tratamiento, sugiere una larga
permanencia de la infeccion por Leishmania como también pudiera sugerir la

capacidad para evadir algunos protocolos terapéuticos'#2-20,

Pereira Lima et al., 2010% reportan que la deteccion de ADN de Leishmania en
saliva a partir de pacientes infectados con diferentes especies de parasitos y con
condiciones clinicas diferentes, han sido reportadas desde diversas regiones del
mundo. Esto incluye lesiones cutaneas en individuos inmunocompetentes sin
presentar lesiones mucosas en la cavidad oral y pacientes inmunocomprometidos
con infecciones por VIH,SIDA usando en la mayoria de los casos ensayos de
PCR como método diagndstico; en este respecto expresan particular experiencia
en relacion con el complejo Leishmania-saliva y la posibilidad de desarrollar
métodos para su diagndstico, sugieren que la saliva se ha convertido en un
recurso importante para evaluar las condiciones fisiologicas y patoldgicas en

humanos. El uso de saliva tiene muchas ventajas, incluido el método simple y no
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invasivo de recoleccion y su almacenamiento facil y econémico. Con la
incorporacion de técnicas modernas y equipos de instrumentacion quimica, ha
habido un aumento en su uso para investigaciones de laboratorio, aplicable para
analisis basicos y clinicos en los campos de la medicina y la odontologia. El valor
de estos métodos para el diagnostico de enfermedades orales y sistémicas ha sido
objeto de estudio por parte de varios investigadores con el objetivo de

incrementar su uso junto con examenes complementarios®.,

Cantos-Barreda et al 2017°?, sostiene en su estudio que la deteccion de
anticuerpos séricos anti-Leishmania por técnicas cuantitativas o cualitativas ha
sido el método mas utilizado para diagnosticar la Leishmaniasis Canina (CanL);
siendo la saliva otra alternativa a la sangre porgue es facil de recolectar, indoloro
y no invasivo en comparacion con el suero. En este estudio, dos resoluciones de
tiempo ensayos inmunofluorométricos (TR-IFMA) para la cuantificacion de
anticuerpos 1gG2 e IgA anti-Leishmania en saliva fueron desarrollados y
validados v su capacidad para distinguir perros seronegativos para Leishmania
de perros seropositivos fue evaluado. El estudio analitico se realizé6 mediante la
evaluacion de la precision, sensibilidad y exactitud del ensayo. Ademas, se
analiz6 el suero de 48 perros (21 seropositivos para Leishmania y 27
seronegativos para Leishmania) mediante TR-IFMA. Los ensayos fueron
precisos, con coeficientes de variacién intraensayo e interensayo inferiores al 11
%. Los anticuerpos 1gG2 anti-Leishmania en saliva fueron significativamente
mas altos en el grupo seropositivo en comparacion con los seronegativos (p <
0,0001), mientras que no hubo diferencias significativas para anti-Leishmania
IgA se observaron anticuerpos entre ambos grupos. Ademas, TR-IFMA para la
cuantificacion de anti-Leishmania. Los anticuerpos 1gG2 en saliva mostraron
mayores diferencias entre perros seropositivos y seronegativos que los perros
seropositivos. En conclusion, los TR-IFMA desarrollados pueden usarse para
cuantificar laresistencia a la leishmania. Anticuerpos IgG2 e IgA en saliva canina

con una adecuada precision, sensibilidad analitica y exactitud. La cuantificacion
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de anticuerpos 1gG2 anti-Leishmania en saliva podria utilizarse potencialmente

para evaluar la respuesta humoral en CanL*,

Felinto de Brito M., et al. 2018*. Demostr6 que el uso de métodos no invasivos
ha sido principalmente para la deteccion del ADN del parésito, en el diagndstico.
Sin embargo, no se han aislado especimenes de Leishmania a partir de saliva. En
este articulo, presentamos el primer aislamiento de Leishmania braziliensis de la
saliva de humanos con leishmaniasis cutanea sin lesiones en la mucosa. Los
aislados se obtuvieron a partir de fluido salival inoculado en hdmsteres y se
analizaron mediante electroforesis enzimética. Se identificaron siete muestras de
43 pacientes sospechosos de padecer la enfermedad para su cultivo in vivo. Estos
resultados sugieren que la saliva es una muestra clinica que permite el

aislamiento de Leishmania sp*.

Corvalan et al., 2011° realizaron un estudio que tuvo como finalidad reportar la
amplificacion del ADN de Leishmania braziliensis, utilizando reaccion en
cadena de la polimerasa, obtenida de la saliva de pacientes con leishmaniasis
cutadnea americana quienes no presentaron ninguna lesién en la mucosa bucal. La
amplificacion produjo fragmentos de 103 pb, un tamafio estimado empleando
iniciadores de Leishmania braziliensis (bl y b2). Los presentes resultados
revelaron, por primera vez, que la amplificacién in vitro de ADN de Leishmania
utilizando muestras del fluido salival de un paciente con leishmaniasis cutanea
americana. Sin embargo, se requieren mas estudios con un mayor nimero de
participantes para evaluar la utilidad de la saliva como muestra no invasiva para
PCR. El desarrollo de dicha técnica no invasiva es necesario para el diagnéstico

de muchas enfermedades en el futuro, especialmente infecciosas y parasitarias®.

Afiez et al., 2023° proponen que la precision mostrada, no invasiva, segura, facil,

econdmica, sumada a su sensibilidad y especificidad, hacen que la herramienta
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de diagndstico de saliva basada en PCR sea Util para detectar e identificar
especificamente el ADN de Leishmania con fines clinicos y epidemioldgicos. El
diagnostico basado en PCR utilizado fue capaz de detectar e identificar
especificamente L. braziliensis en saliva, independientemente de la edad, el sexo,

el nimero de lesiones y el tiempo de evolucion de la Glcera de los pacientes®.

2.2 Bases Teodricas.

2.2.1 Leishmaniasis

La Leishmaniasis cutdnea es una enfermedad desatendida que afecta gran parte
de la poblacién latinoamericana, en general, y la venezolana, en particular,
detectandose localidades endémicas esparcidas por todo el territorio nacional,
siendo las &reas mas afectadas las correspondientes a la geografia andina, donde
los estados Téachira, Trujillo y Mérida lideran las estadisticas sobre prevalencia

en el pais?.
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2.2.1.1 Formas clinicas de Leishmaniasis

En la actualidad se reconocen aproximadamente 20 especies de Leishmania
descritas e incriminadas como patégenas para humanos y animales. Aunque
todas las especies son morfoldgicamente similares, pueden causar formas clinicas
diferentes incluyendo, leishmaniasis cutanea (LC), leishmaniasis mucocutanea
(LMC) y leishmaniasis visceral (LV) dependiendo del tipo de tejidos invadidos.
En LC, los parésitos infectan macrdfagos presentes en la piel, mientras que en
LV otras células del sistema fagocitico mononuclear (SFM) son invadidas
transportando los parasitos hasta 6rganos como el higado, bazo, médula 6sea y
ganglios linfaticos. La més comun de las leishmaniasis es la LC causando cerca
de un mill6n de casos por afio, mientras que la LV provoca aproximadamente
500.000 casos por afio, siendo la forma mas severa causando mas de 90% de

casos fatales en individuos infectados sin tratamiento especifico®’.

2.2.1.2 Leishmaniasis Cutanea Americana

La leishmaniasis cutanea americana (LCA), es una enfermedad tropical de las
consideradas como dolencias olvidadas y esta entre las mayores amenazas en la
poblacion humana que vive en areas donde esta parasitosis es endémica. Esta
forma clinica de leishmaniasis es la mas cominmente encontrada esparcida por
todo el mundo y se estima un registro de un millén de casos anualmente. El
amplio espectro clinico asociado con la gran cantidad de especies de insectos
vectores responsable de la transmision del parasito hace de la LCA una compleja
y riesgosa enfermedad, la cual oscila desde infeccion subclinica, o inaparente
hasta impresionantes lesiones en la piel o mucosas, poniendo en riesgo la

actividad del hospedador humano y su calidad de vida*3%,

-
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Figura 2. Evolucion de lesién por leishmaniasis cutdnea americana sometida a tratamiento
Fuente: Investigaciones Parasitoldgicas “J.F.Torrealba”, U.L.A.
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2.3 Diagnostico

2.3.1 Aplicacion de prueba de intradermo-reaccion de Montenegro (IDR)

Esta prueba se realiza aplicando intradérmicamente, en la parte interior del
antebrazo, 0,1ml de un compuesto biolégico, conocido como leishmanina,
elaborado con promastigotes de Leishmania, inactivados y mantenidos en un
conservante. Con este método, se suele detectar la reaccion de la respuesta celular
del organismo humano, indicando previo contacto con el parasito causante del
cuadro inicial observado. La intradermo-reaccion, fue medida entre las 48—72
horas luego de su aplicacion, considerandose como reactiva, 0 positiva, una
induracién igual o mayor a 5x5mm de diametro, lo cual fue elemento indicativo

para proceder al préximo elemento diagnostico probatorio.

Figura 3. Resultado de la prueba de IDR en un paciente positivo para
infeccidn por Leishmania.
Fuente: Investigaciones Parasitoldgicas “J.F.Torrealba” U.L.A.
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2.3.2 Prueba parasitoldgica: Deteccion microscopica de formas infectivas
de Leishmania.

La deteccion microscopica de las formas tisulares de Leishmania, reconocidas
como amastigotes, en muestra tomadas de las lesiones o Ulceras cutaneas fueron
obtenidas siguiendo el siguiente proceso: Una vez tomada la muestra de la Glcera
cutdnea mediante aspiracion con micro agujas, por aposicién de laminas
portaobjetos de vidrio sobre la lesion expuesta y pequefias biopsias de 1mm de
tamano, las muestras fueron esparcidas en laminas portaobjetos de vidrio hasta
formar un extendido fino del material colectado. Cada ldmina fue secada
suficientemente para luego fijarla con metanol por 3 minutos, seguidamente
coloreada con colorante de Giemsa al 10% en buffer fosfato pH 7,2 por 1 hora.
Posteriormente, cada ldmina procesada fue observada en microscopio Axioskop-
Zeiss en interfase con camara Motic-680, asociada a computador Pentium-1000
a un aumento de 1000X, en este proceso fue registrada la presencia de
amastigotes de Leishmania, corroborandose el diagnostico previo por prueba

IDR de Montenegro.

Figura 4. Muestra de lesion cutdnea conteniendo macréfagos
cargados con amastigotes de Leishmania.
Fuente: Investigaciones Parasitolégicas “J.F.Torrealba” U.L.A.
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2.4 Saliva

La saliva es un liquido que humedece la cavidad bucal y es secretado por las
glandulas salivales. Dentro de sus propiedades fundamentales se encuentran la
proteccion de la mucosa bucal y dientes, crea defensas a través de las lisozimas,
cooperacion en la digestion, regulacion del pH por su funcion de tampodn al evitar
las lesiones producidas por el exceso de bases y acidos y la limpieza de la boca a
través de los movimientos masticatorios, que se pueden efectuar por la
humectacion de la saliva. Una disfuncidn salival como la misma reduccion en la
cantidad de secrecién o los cambios en las concentraciones quimicas como parte
de las propiedades de la saliva son responsables de una gran cantidad de
problemas bucales que pueden tener un impacto directo en el estado general de
la salud del paciente, se refiere Gnicamente al fluido hipoténico secretado por las

glandulas salivales®.

2.4.1 Composicion de la saliva

La mayoria de las proteinas en la saliva son producidas por las glandulas
salivales, pero existen grandes diferencias entre las glandulas en cuanto a qué
proteinas sintetizan. Algunas proteinas son universales para todas las glandulas,
como el componente secretor, que es el transportador de Inmunoglobulina A
(lgA-principal anticuerpo de la saliva), las mucinas (productos de los genes
Muc5b y Muc7) son comunes en las glandulas submandibulares y sublinguales,
asi como la mayoria de las glandulas menores, pero no son expresadas por la
parétida y las glandulas serosas. Las proteinas ricas en prolina (PRP) bésicas
parecen ser exclusivas de las glandulas parétidas, mientras que los PRP acidas
aparecen en las glandulas submandibulares y parotidas. Los PRP son altamente
polimorficas y, aunque estan codificados por solo seis genes, existen mas de 50
proteinas diferentes, principalmente debido a reordenamientos genéticos, pero

también debido a algun procesamiento posterior a la secrecion.
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El resultado de esto es una gran variedad de proteinas no sélo entre individuos
sino también dentro del mismo individuo en diferentes momentos del dia (por el
aporte de diferentes glandulas). Podria relacionarse con las ubicaciones en la
boca donde cada glandula deposita saliva. La glandula parotida produce la menor
cantidad de saliva en reposo, pero la mayor parte durante los periodos de
masticacion, por lo que la entrega de saliva parotidea adyacente a los molares
superiores podria ser importante para ayudar a masticar los alimentos. Por el

contrario, ocurre en la salida submandibular y sublingual bajo la lengua.

La amilasa es la proteina mas abundante en la saliva. En general, se piensa que
estad involucrada en la digestion inicial de los alimentos que contienen almidén.
Sin embargo, esto parece poco probable porque su actividad se reduce en gran
medida tan pronto como llega al ambiente &cido del estbmago, la amilasa es muy
eficiente para convertir muchos polisacaridos complejos no solubles en unidades
solubles mas pequefias. Esto tiene dos ventajas: la disolucion de las particulas de
comida pegadas en los dientes y la reduccion de la disponibilidad de sustratos

para el crecimiento microbiano.

Muchas de las familias de proteinas en la saliva tienen secuencias de aminoacidos
inusuales. Ademas, a los PRP ya mencionados, se encuentran proteinas ricas en
histidina (conocidas como histatinas) y proteinas ricas en cisteinas (conocidas
como cistatinas). Las histatinas parecen ser particularmente efectivas para
controlar crecimiento fungico en la boca. Sin embargo, la presencia de tantas
histidinas con una estructura de anillo crea una fuerte afinidad por polifenoles
que es similar a la forma en que la estructura del anillo de prolina ayuda en la

union de la prolina a los polifenoles.
El alto contenido de prolina de los PRP conduce a una estructura extendida que

también se refleja en las mucinas que son ricas tanto en prolina como en serina.

El aminoacido serina es el principal sitio para la glicosilacion ligada, que puede
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representar mas del 50% de la estructura de la mucina. La glicosilacion, y
particularmente los &cidos sialicos terminales, son importantes para la union

bacteriana, que ayuda en la agregacion y eliminacion de bacterias de la boca3!33,

2.4.2 Funcion de la saliva

Las propiedades de la saliva son modificadas por las glicoproteinas y los iones
que la componen, los cuales permiten que se realicen diversas funciones del
fluido salival. EI movimiento de la saliva es importante para la eliminacién de
bacterias, la amortiguacién del pH, la higiene bucal y la salud en general. El agua
es un fluido newtoniano porque la viscosidad no cambia con el aumento de la
masticacion. Por el contrario, la saliva, a pesar de estar compuesto en un 99% por
agua, se describe como un fluido no newtoniano porque la viscosidad disminuye
al aumentar este proceso. En la practica, esto permite que la saliva se esparza
facilmente sobre las superficies bucales. Esta es una funcion importante de la
saliva debido a que las superficies de la mucosa oral, son el principal sitio de

interaccién con los microorganismos presentes en la boca.

Las mucinas son glicoproteinas de alto peso molecular con una estructura
alargada que contribuyen significativamente al comportamiento viscoelastico de
la saliva, pueden auto agregarse para formar grandes estructuras, lo que lleva a
la naturaleza viscosa de la saliva de toda la boca o la saliva

submandibular/sublingual.

La saliva parotidea, que no contiene mucinas, pero aun tiene muchas
glicoproteinas, tiene una viscosidad mas cercana a la del agua. Sin embargo, la
saliva parotidea todavia tiene fuertes cualidades viscoelasticas, entre las que se
encuentran sus propiedades activas de superficie, que permiten la humectacion
de ambos hidrofobicos y superficies hidrofilas, esto es particularmente

importante debido a las diferentes propiedades de los alimentos. Todos estos
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alimentos necesitan recubrirse con una capa de saliva para permitir la formacion

de un bolo y tragarse con seguridad.

La formacion del bolo alimenticio es otra funcion importante de la saliva que en
gran medida no se ha estudiado. También como las propiedades humectantes
mencionadas anteriormente, la incorporacion de saliva en los alimentos es
importante para permitir que las particulas de comida se peguen. La
descomposicion fisica de los alimentos al masticarlos da como resultado
particulas mas pequefias. Una vez que han sido suficientemente procesados, se
forma un bolo por la accion de la lengua y debe estar lo suficientemente bien
lubricado (por la saliva) para pasar a través de la garganta, al tocar los receptores

en la garganta determinan si el bolo esta listo para ser tragado.

La estaterina, otra proteina salival, parece ser una molécula muy importante para
la saliva en términos de propiedades fisicas, ademas de ser el componente mas
tensioactivo de la saliva. Las cualidades lubricantes o tribologicas de la saliva
son fundamentales para muchas de sus funciones en el procesamiento de
alimentos. Los componentes iénicos de la saliva, y en particular el calcio,
también estan influenciados por los componentes proteicos, dentro de la saliva.
La saliva esta sobresaturada de calcio con respecto a la hidroxiapatita, que es la
principal componente mineral de los dientes. Esto es para evitar la disolucion de
los dientes cuando se exponen a fluidos orales, alimentos y &cidos dietéticos
particulares. La mayor parte del calcio en la saliva es proteina unida a la
estaterina, otras proteinas que contienen fosforo (como los PRP é&cidos). Esto
tiene el efecto beneficioso de prevenir la precipitacion excesiva de calcio en los

dientes, especialmente en los cubiertos de bacterias®3.
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2.4.3 Leishmania en saliva

La amplia dispersion de Leishmania a través de la red de nddulos linfaticos y
circulacién sanguinea, permite al parésito invadir diferentes areas de la piel,
mucosa Yy fluidos corporales incluyendo orina, esperma, secrecion faringea y

saliva’.

La deteccion del ADN de Leishmania en leucocitos de sangre de pacientes con
LCA, explica casos emergentes, lesiones recurrentes y aparicion de lesiones en
mucosa. Adicionalmente, previos reportes evidencian la circulacion de ADN de
Leishmania en muestra de sangre de pacientes afios después de la cura clinica,

después de eventos traumaticos y post tratamiento anti Leishmanial#29-30:34,

Recientemente, la deteccion de ADN de Leishmania en saliva de pacientes
infectados con distintas especies y diferentes condiciones clinicas, han sido
registrados en distintas partes del mundo. Estas incluyen, individuos
inmunocompetentes sin lesiones mucosas y pacientes inmunocomprometidos
infectados con VIH SIDA, utilizando ensayos de PCR**°,

En relacidon con estos estudios a nivel regional, se ha comenzado a utilizar la
técnica de PCR para la deteccion e identificacion de Leishmania braziliensis en
pacientes referidos a un laboratorio de diagnostico especializado, sugiriendo la
aplicacion de esta metodologia en pacientes atendidos en consultorios de clinica
odontoldgica, lo cual podria contribuir a la deteccién de muchos més casos de
infeccion por Leishmania de lo que normalmente se estima. Tomando en
consideracion lo anterior en el presente trabajo, se propone una metodologia
similar en la cual ademas de detectar infecciones por Leishmania en pacientes
odontoldgicos, se advierte sobre el riesgo de adquirir tal infeccion durante la

practica profesional®®.
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2.5 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

2.5.1 Principio de la técnica

Conocida como PCR por sus iniciales en inglés (Polymerase Chain Reaction). Es
una técnica de amplificacion de una secuencia especifica de ADN en el
laboratorio considerada como un proceso de multiplicacion exponencial capaz de
generar suficiente producto para la visualizacion; con una sola molécula, este
procedimiento es capaz de generar mas de un billén de copias de si misma luego
de 30 ciclos de replicacion exponencial. Es una técnica ampliamente utilizada en
areas de la biologia molecular, microbiologia, ciencias médicas y forenses,
epidemiologia, industria de alimentos, entre otros. Mediante esta técnica, se lleva

a cabo una sintesis continua de ADN .

2.5.1.1 Reaccion en cadena de la polimerasa

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), implica una sintesis
continua de ADN in vitro combinando en un tubo de ensayo una muestra de
ADN problema, oligonucleétidos especificos (iniciadores o primers),
desoxirribonucle6tidos trifosfatos (dNTPs), una polimerasa (enzima Taq
polimerasa) en un tampon apropiado (buffer y MgCl») para la elongacion de los
oligonucle6tidos por la polimerasa. Este proceso consta de 3 pasos, con
temperaturas y tiempos diferentes repetidos sucesivamente que, le permiten a la
polimerasa actuar en una sucesion de ciclos sin inactivarse, los cuales se
describen a continuacion y se pueden apreciar en la Figura 5.

1. Desnaturalizacion: En este paso el templado es sometido a altas
temperaturas permitiendo la exposicion de la secuencia de ADN blanco de
amplificacion.

2. Alineamiento: Durante esta etapa, la temperatura es disminuida con el fin
de que los oligonucledtidos iniciadores (primers) reconozcan y se apareen con

sus secuencias complementarias presentes en el blanco de la reaccion,
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proporcionando un extremo hidroxilo 3" libre como sustrato para la enzima
sintetizadora de ADN (ADN polimerasa).

3. Extensidn, sintesis o elongacion: En esta fase se formara una molécula de
ADN por cada oligonucleotido apareado, cuya secuencia es idéntica a la del

ADN blanco de amplificacion (Fig.5).

Figura 5. Esquema de la Técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Tomado de https://www.3tres3.com/latam/articulos/test-pcr-como-herramienta-de-diagnostico-1-2-
principios-basicos_14136/

La PCR como técnica molecular, posee caracteristicas especiales que la
hace atil en la identificacion y diagnostico debido a su especificidad,
sensibilidad, versatilidad, rapidez y accesibilidad. Es eficiente en la deteccion de
un patdgeno a nivel de género; caracterizacion de la especie, complejo o serotipo
del organismo presente en una muestra determinada y en la identificacion

individual de un organismo.
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CAPITULO 11l

MARCO METODOLOGICO

3.1. Tipo de investigacion

Segun los criterios de Hernandez et al %%, esta investigacion tiene un enfoque
cuantitativo ya que pretende realizar la medicion y analisis de datos numéricos
obtenidos a través de la identificacion ADN de Lesihmania en saliva de pacientes
infectados con leishmaniasis cutanea. A su vez, este estudio cuenta con un
alcance descriptivo ya que fue determinada la presencia de ADN de Leishmania

en pacientes post tratamiento leishmanicida.

3.2. Disefio de investigacion

Disefio no experimental, longitudinal-prospectivo®, ya que se evaluo la
presencia de Leishmania en pacientes infectados a través de la toma de muestra
de saliva y posterior analisis mediante la técnica de PCR con el fin de determinar
la presencia del parasito post tratamiento leishmanicida (pacientes cicatrizados),
el cual se realizd en el laboratorio de Investigaciones Parasitoldgicas “J.F.
Torrealba”, Facultad de Ciencias U.L.A.

3.3. Pablacion

Estuvo conformada por pacientes diagnosticados con leishmaniasis cutanea,
luego de un respectivo muestreo donde fueron seleccionados pacientes
inequivocamente positivos a tal patologia, quienes acudieron al laboratorio de
Investigaciones Parasitologicas “J.F.Torrealba” Facultad de Ciencias de la
Universidad de Los Andes, Mérida - Venezuela.
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3.4. Muestra
Fueron estudiados un total de 12 pacientes con lesiones cicatrizadas de

leishmaniasis cutanea, tomandoles muestras de saliva post-tratamiento anti-
Leishmania; a juicio de expertos y asesores de Investigaciones Parasitoldgicas
“J.F. Torrealba”, Facultad de Ciencia de la Universidad de Los Andes y como
muestra control fueron tomados 5 pacientes que acudieron a la clinica de Cirugia

Bucal de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Los Andes.

3.5. Técnica e instrumentos de recoleccién de datos.

Para cumplir con este requisito fueron utilizadas fichas de evaluacion que constan
de tres partes (Anexo 1):
e Datos personales del paciente, incluyendo nombre, edad, sexo y
procedencia.
e Tiempo transcurrido post-tratamiento leishmanicida.

e Resultado de la técnica de PCR.

3.6 Aspectos bioéticos

El estudio cumpli6 con lo establecido en la declaracion de Helsinki , en una
investigacion médica, en la cual se exige que es deber del profesional proteger la
vida, la salud, la intimidad y la dignidad del ser humano, por tal razén, los
individuos que conformaron el estudio de fueron previamente informados de
manera sencilla sobre los objetivos, los alcances, métodos y confiabilidad de la
investigacion y que voluntariamente aceptaron participar en el estudio.

Se respetd el derecho de los pacientes a proteger su identidad, asi como la
confidencialidad de la informacién que aporten los mismos. Para ello se utilizd
un formato de consentimiento informado utilizado como rutina en el laboratorio

donde se realiz6 el respectivo muestreo (Anexo 2).
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Por lo anterior es importante recalcar que en esta investigacion:

e No hubo conflictos de intereés.

e Se realiz6 un protocolo adecuado al momento de la manipulacion de las
muestras.

e Se respeto la integridad de los resultados.

e Los aspectos éticos son inherentes a describir exhaustivamente el
protocolo respetando los resultados para que puedan ser confiables y
replicables de tal manera que no sean alterados a conveniencia del

investigador.

3.7 Presencia de cicatriz a diferentes periodos post tratamiento

Posterior a la anamnesis del paciente y su valoracion clinica, cada uno fue
clasificado en los diferentes periodos post tratamiento, se confirmo la
cicatrizacion de la lesion previamente tratada, registrandose el tiempo entre el

alta clinico y latoma de muestra de saliva para la realizacion del presente estudio.

Figura 6. Cicatrices de paciente seleccionado para el estudio. La misma
refleja el tamano de las lesiones causadas por la infeccion por Leishmania.
Fuente: Investigaciones Parasitoldgicas “).F.Torrealba” U.L.A.
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3.8 Muestreo, deteccion e identificacion de ADN de Leishmania en muestra
de saliva de pacientes con leishmaniasis cutanea

Las muestras de saliva fueron colectadas de la siguiente manera, 1mL del fluido
salival fue colectado en tubos de centrifuga estériles de 15mL y conservados a -
20°C, hasta su uso. Como quedo dicho, para los fines del presente estudio, las
muestras fueron colectadas y procesadas tiempo después del tratamiento, una vez

la lesion fuera considerada como epitelializada o cicatrizada.

Para la extraccion de ADN a partir de la muestra de fluido salival, se siguio el
siguiente procedimiento: para un volumen de 100uL de muestra de saliva, fueron
afiadidos 250pL de buffer Digsol®y 5uL (20 mg/mL) de la enzima proteinasa K,
agitadas con un Vortex durante 30segundos y luego incubada a 37°C durante toda
la noche. Posteriormente, en un microtubo de centrifuga de 1,5mL (Eppendorf®)
fueron afiadidos 300uL de acetato de amonio (4M) y agitado vigorosamente en
Vortex por 30segundos, lo cual fue repetide durante 15minutos, luego
centrifugado durante 15minutos a 14.000 RPM a 10°C, transfiriéndose el
sobrenadante a un nuevo microtubo de centrifuga estéril. Seguidamente, al
sobrenadante le fue agregado 1mL de etanol al 100%, homogenizado invirtiendo
el tubo muy suavemente para precipitar el ADN, centrifugandolo por 15minutos
a 14.000 RPM. Inmediatamente después, el sobrenadante fue vertido y sacado
con pipeta agregandosele 1mL de etanol frio al 70%, procediéndose de nuevo a
centrifugar los microtubos 15minutos a 14.000 RPM y descargando el etanol. El
ADN de la muestra en el pellet resultante, fue secado en un concentrador Speed-
Vac durante 15minutos y resuspendido en 100 mL buffer-TE (Tris-EDTA) y
almacenado a -20°C, para futuros analisis, para la identificacion de Leishmania

en las muestras procesadas.
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Figura 7. Toma e identificacion de muestra de saliva de
paciente seleccionado para el estudio.
Fuente: Investigaciones Parasitolégicas “J.F.Torrealba” U.L.A.

3.9 Caracterizacion molecular de la especie de Leishmania detectada
mediante ensayos de PCR.

Con la finalidad de determinar la presencia e identificacion del ADN de
Leishmania en muestras tomadas de saliva en los pacientes seleccionados, fue
llevado a cabo un ensayo de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
utilizando iniciadores (primers) obtenidos de secuencias de los genes del

miniexon. Los primers y sus secuencias fueron los siguientes:

o LU-S5AS5 TTT ATT GGT ATG CGA AACTTC 3’

e LB-3C-5" CGT SCC GAA CCC CGT GTC ¥’

e LM-3A-5" GCA CCG CACCGGRCCAC3
Siguiendo la metodologia de un PCR multiplex de un solo paso, registrado con
éxito para caracterizar los complejos de Leishmania braziliensis (LB) y
Leishmania mexicana (LM) que circulan en el subcontinente latinoamericano y
estandarizado para las leishmanias que circulan en la region andino-venezolana,
incluyendo las especies responsables de la mayoria de los casos detectados en el
estado Mérida, en el centro diagnostico donde se llevé a cabo el presente trabajo.
Asimismo, se compara con un primer Universal para indicar que se trabaja en el

rango de identificacion del género Leishmania®®. La mezcla de reaccion se
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dispenso utilizando un kit de Tag-Polimerasa master green y se agrego 2uL del

ADN extraido de la saliva de paciente, a cada tubo de reaccion. Posteriormente
el PCR fue realizado en un termociclador C1000 touch de BIO-RAD, protocolo

que se muestra en la Tabla 1.

Tabla N.- 1 Protocolo aplicado al termociclador para PCR multiplex

Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
95 Sminutos 1
95 30segundos
54 45segundos 30
72 30segundos
72 Sminutos 1
4 o0 1

Finalizada la reaccion de PCR los productos se corrieron en un gel de agarosa al

2% de 20 pozos al que se agrego un marcador de peso molecular de 100pares de

bases (pb), un control positivo, un control negative, un control de reaccion (H20)

y el amplificado de las muestras de pacientes. El gel se corrié a 80voltios durante

45minutos.

Al terminar el proceso de corrida del gel de agarosa, se colore6 con bromuro de

etidio (Lmg/mL) durante 5minutos, para decolorar se sumergio6 en agua destilada

durante 30minutos y se observd en un transiluminador de luz ultravioleta

(Spectroline). El producto amplificado debe tener un tamafio de 148pb, el registro

fotogréafico se realiz6 con una camara digital Kodak-Edas 290.
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148 bp —

Figura 8. Amplificacion de ADN de Leishmania braziliensis.
PM. Marcador de 100pb.
Linea 1. Muestra de saliva.
Linea 2. Control Positivo de biopsia de lesién por Leishmania.
Linea 3. Control Negativo.
Linea 4. Control interno de reaccion (H20).

3.10 Plan de andlisis de los resultados

Para el procesamiento de los resultados fue realizado un analisis descriptivo de
los datos suministrados por las fichas de evaluacion y las muestras que se
procesaron mediante la técnica de PCR, en las cuales fue detectada la presencia
de ADN-Leishmania en saliva de pacientes con leishmaniasis cutanea que habian
recibido tratamiento leishmanicida y evidencia de cicatrizado a diferentes

tiempos post tratamiento®.
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CAPITULO IV
4.1 RESULTADOS

Los pacientes incluidos en el presente trabajo fueron seleccionados de una
cohorte de individuos que, habiendo sufrido de leishmaniasis en los ultimos 20
afios, fueron diagnosticados y especificamente tratados en el Centro de
Investigaciones Parasitologicas “J.F. Torrealba”, Facultad de Ciencias,
Universidad de los Andes. De ese grupo fue seleccionada una muestra con la
finalidad de cumplir con el propdsito expuesto y realizado durante el trabajo que
aqui se propuso. No obstante, haber seleccionado los pacientes bajo estudio, a
diferentes periodos post tratamiento, para cumplir con la deteccién de ADN de
Leishmania en saliva utilizando ensayos de PCR, en cada uno de ellos fueron
registrados los métodos diagndsticos utilizados en la fecha respectiva, una vez
constatados en el historial de pacientes archivados en el referido centro.
Asimismo, toda la informacion fue corroborada una vez que, cada uno de los
pacientes involucrados en el estudio fue citado y entrevistado antes de la toma de

muestra de saliva utilizada en el presente trabajo.

4.1.1. Deteccion de ADN de Leishmania braziliensis en muestra de saliva de
pacientes con leishmaniasis a diferentes periodos post tratamiento
leishmanicida

Un total de 17 individuos fueron muestreados durante la realizacién del presente
trabajo, 12 (71%) de la casuistica de leishmaniasis registrada en el laboratorio de
Investigaciones Parasitologicas de la Facultad de Ciencias y 5 (29%) en pacientes
muestreados en la catedra de cirugia de la Facultad de Odontologia. En el primer
grupo fueron incluidos 9 pacientes (53%) cuyas muestras de saliva fueron
colectadas a diferentes tiempos de haber sido tratados con un compuesto
antimonial leishmanicida, presentando todos registros de cicatrizacion de la
lesion original. Estos incluyen, 1 paciente con 1 mes post tratamiento, 3 con 12

meses de haber cicatrizado, 2 con mas de 4 afios (55 y 58 meses), otros 2 con 5,1
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y 5,5 afios y un ultimo con 8 afios de haber recibido tratamiento. Asimismo, se
incluye muestras tomadas a 1 paciente con lesion activa, otro caso sin lesion,
proveniente de una localidad donde la leishmaniasis es endémica, sin recibir
tratamiento y, un caso como control negativo de area endémica. ElI muestreo de
pacientes fue completado con 5 pacientes atendidos en la catedra de cirugia, todos
provenientes de localidades no endémicas de Mérida, cuyas muestras arrojaron
resultados negativos para ADN de Leishmania, una vez fueran sometidas al
mismo procedimiento que los correspondientes al centro diagnostico especifico
para leishmaniasis con el fin de compararlos con los individuos tratados y
cicatrizados. Detalles de los resultados obtenidos en las muestras mencionadas
se presentan en la Tabla 2, en la cual se estima un tiempo post tratamiento
promedio de 41+31 meses y un rango de 1-96 meses, transcurridos antes del

presente estudio.
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Tabla 2. Deteccion de ADN de Leishmania braziliensis en muestra de saliva
de pacientes a diferente tiempo post tratamiento leishmanicida y
observacion comparativa entre muestras de individuos de areas endémicas
y no endémicas del estado Mérida.

Identificacion | Fecha toma | Tiempo muestreo | Caracteristica | Resultado
paciente muestra de de saliva de lesion ensayo de
saliva post-tratamiento PCR

JFT-MA-23 20.04.2024 Imes Cicatrizado +

JFT-RG-22 15.02.2024 1 afio Cicatrizado +

JFT-JMB-22 17.11.2023 1 afo Cicatrizado +

JFT-EA-22 15.11.2023 1 afio Cicatrizado +

JFT-CS-19 15.11.2023 4,5 afios Cicatrizado +

JFT-HB-19 12.03.2024 4.8 anos Cicatrizado +

JFT-MIP-18 15.11.2023 5,1 afios Cicatrizado +

JFT-CB-18 15.12.2023 5,5 afios Cicatrizado +

JFT-FB-15 15.12.2023 8 anos Cicatrizado +

JFT-MA-23 20.04.2024 Control positivo Lesion activa +

JFT-YM-23* 15.12.2023 | Sin tratamiento/sin Subclinico* +

lesion

JFT-GT-23 25.01.2024 | Negativo de area | Control negativo -
endémica

FOULA-1 24.04.2024 Paciente area no Sin lesion -
endémica

FOULA-2 24.04.2024 Paciente area no Sin lesion -
endémica

FOULA-3 24.04.2024 Paciente area no Sin lesion -
endémica

FOULA-4 24.04.2024 Paciente area no Sin lesidon -
endémica

FOULA-5 24.04.2024 Paciente area no Sin lesion -
endémica
Total:17 X:41+31meses

muestras (Rango:1-96meses)

*: Paciente asintomatico proveniente de &rea donde la leishmaniasis es endémica
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En relacion con la amplificacion de ADN de Leishmania en muestras de saliva
tomadas de pacientes, quienes habian sufrido lesiones activas y recibido
tratamiento leishmanicida a diferentes tiempos del presente estudio, los
resultados revelaron en todos los casos positividad a la presencia de Leishmania
braziliensis con la técnica utilizada.

Cada muestra positiva amplifico una banda de 148 pares de bases, lo cual
coincide con los resultados obtenidos durante el reconocimiento de la especie del
parasito causante de las Ulceras activas de las lesiones originales sufridas por los
pacientes seleccionados. Tal similaridad fue observada en todas las muestras de
pacientes analizados entre 1 mes y 8 afios post tratamiento, lo cual demuestra el
largo periodo de persistencia de la especie de Leishmania causante de las lesiones
originales a tiempos distintos después del tratamiento especifico.

Estos pacientes no habian sufrido reactivacion de lesiones, ni reinfeccion debida
a otra especie de Leishmania causante de LC. Detalles de los presentes
resultados, incluyendo la identificacion de Leishmania braziliensis en las
muestras de saliva de cada paciente incluido en el estudio, a diferente tiempo post
tratamiento. Asimismo, se muestra resultados de un grupo de pacientes
muestreados en la catedra de cirugia de nuestra facultad, todos sin lesiones
aparentes y provenientes de distintos lugares de la ciudad de Mérida, quienes
resultaron negativos para la amplificacion de ADN de Leishmania, tomados
como muestras comparativas con otra negativa de region endémica para
leishmaniasis y con el contingente positivo estudiado durante el desarrollo del
presente trabajo. Detalles de lo expresado se muestra en la Figura 9.
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148 pb

Figura 9. Demostracion de la presencia de ADN de Leishmania braziliensis en
muestra de saliva de pacientes a diferente tiempo post tratamiento.
PM: Marcador molecular de 100pb.
Lineas 1-9: Muestras de saliva de pacientes post tratamiento.
Linea 10. Paciente positivo sin lesidn de area endémica.
Lineas 11-15: Muestra de saliva negativas tomadas de pacientes FOULA.
Linea 16: Control positivo de reaccion (muestra de biopsia de lesion activa de
paciente con leishmaniasis).
Linea 17: Control negativo de area endémica.
Linea 18: Control negativo (Individuo de area no endémica).
Linea 19: Control interno de reaccion (H20).
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4.2 DISCUSION

En el presente trabajo, utilizando un ensayo de PCR, se logré detectar e
identificar especificamente ADN de Leishmania en muestras de saliva, tomadas
en individuos que habian sufrido leishmaniasis cutanea (LC) y recibido
tratamiento leishmanicida con cicatrizacion de lesiones, entre 1 mes y 8 afios
antes de la realizacion de este estudio. Para tener certeza sobre la veracidad de la
identificacion del organismo detectado en nuestro estudio, el muestreo de
pacientes incluidos en el mismo fue llevado a cabo en individuos
inequivocamente infectados con Leishmania braziliensis, previamente
diagnosticados clinica, parasitoldgica, inmunoldgica y molecularmente quienes
fueron regularmente reevaluados, a diferentes periodos post tratamiento, en la
unidad diagndstica que nos facilitd apoyo y asesoria para la realizacion del

estudio, antes identificada.

Como lo revelan los resultados obtenidos, los ensayos de PCR realizados en
los pacientes seleccionados para el muestreo de fluido salival, a diferentes
tiempos post tratamiento, demostraron la presencia de ADN de L. braziliensis en
todos, independientemente del tiempo transcurrido luego de producida la
cicatrizacion de las respectivas lesiones. Estos hallazgos parecieran indicar que,
la saliva es un destino habitual en las infecciones causadas por Leishmania luego
de su distribucion a diferentes partes del cuerpo desde el sitio de la lesion original.
Asimismo, este resultado apoya previos hallazgos que incluyen saliva, otros
fluidos corporales y estructuras tisulares de la cavidad bucal en pacientes que han
sufrido LC>13,

Los presentes resultados también sugieren una caracteristica biologica de las
especies de Leishmania que producen LC, para invadir el fluido salival y otros
tejidos a partir de la lesion primaria como un recurso del parasito en busca de
refugio en resguardo de la respuesta inmune del hospedador, lo cual le permite

un largo periodo de persistencia como se observa en este estudio y en otros
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similares, involucrando otras especies de la familia Trypanosomatidae a la que

pertenece el género Leishmania®®142°,

Lo anterior parece indicar que la presencia de ADN de Leishmania en el fluido
salival de hospedadores humanos, es un fendmeno de larga duracion, el cual
puede ser facilmente detectable, utilizando técnicas moleculares altamente
sensibles y especificas como los ensayos de PCR, demostrado en este estudio.
Por tal razén, basados en los presentes hallazgos, asi como en la exactitud,
facilidad de uso y el bajo costo de aplicacién de esta prueba molecular en el fluido
salival, podria considerarse una herramienta de rutina diagndstica para
identificacion especifica de ADN de Leishmania en pacientes con LC y otras
formas de la infeccion como la leishmaniasis visceral. Asimismo, esta
metodologia podria servir para revelar infecciones subclinicas en poblaciones
afectadas por este flagelo y contribuir, a su vez, a develar infecciones ocultas de
esta subestimada enfermedad en areas geograficas donde la misma es

endémica®26:2781,

Corroborando los hallazgos del presente trabajo, existen reportes llevados a cabo
en la Facultad de Odontologia-ULA en previas oportunidades y relacionados
con problematicas estudiadas en el mismo centro diagnostico que nos ha
brindado su colaboracion, con la misma filosofia de trabajo y la misma
preocupacion cientifica. Al respecto, existe un estudio realizado en pacientes con
enfermedad periodontal cronica, quienes habian sido tratados por presentar LC
entre 5 y 10 afios, previo a la demostracion de persistencia de ADN de
Leishmania en 7 de los 10 (70%) pacientes estudiados, demostrado por una
robusta amplificacion del producto de PCR*, los autores refieren una avanzada
enfermedad periodontal albergando infeccion por Leishmania sin efectos
aparentes relacionados con leishmaniasis, asomando recomendacion para evitar
terapia con esteroides u otra droga inmunosupresora. De la misma manera,

Ilaman la atencion sobre la posibilidad de infeccion profesional a partir de
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pacientes infectados, recomendando se considere a la leishmaniasis como riesgo
de infeccidn cuando se practica el diagnostico diferencial de infecciones orales y
dentales de pacientes provenientes de areas donde la leishmaniasis es endémica“®,
lo cual es confirmado con los resultados de nuestro estudio. Ademas de las
referidas lesiones cutaneas, existen reportes sobre deteccion de L. braziliensis en
muestras de lesion mucosa crdnica con afios de evolucion clinica, habiéndose
observado perforacion del tabique nasal sin haberse evidenciado lesion cutanea
sugestiva de leishmaniasis. Sin embargo, examenes realizados en laboratorio de
diagnostico especializado revelaron la presencia de amastigotes de Leishmania,
habiendose identificado la presencia de L. braziliensis utilizando ensayos de PCR
concluyéndose como un caso de leishmaniasis mucocutanea de vieja data con
baja respuesta inmunologica a juzgar por resultados negativos a pruebas de IDR
y a anticuerpos anti-Leishmania, llaméandose la atencion sobre el riesgo potencial

de casos similares*!.

Recientemente, en un grupo de pacientes con lesiones activas causadas por L.
braziliensis, fue detectada la presencia de ADN del parasito en muestras de saliva
antes, durante y despues del tratamiento leishmanicida, indicando la frecuente
invasion al fluido salival, lo cual se corrobora en el presente trabajo en pacientes
afios después de aplicada la terapia y ocurrido el proceso de cicatrizacion sin
haberse observado sefiales de recidivas o reinfecciones posterior a la infeccién

primaria®,

Finalmente, y para demostrar estrategias similares en otras especies de parasitos
de la familia Trypanosomatidae a la cual pertenecen las especies del género
Leishmania, se registra el hallazgo de persistencia de Trypanosoma cruzi, agente
etiologico de la enfermedad de Chagas, en individuos seropositivos previamente
diagnosticados como pacientes chagasicos cronicos, presentando ADN de T.
cruzi en biopsias tomadas de focos gingivales inflamatorios procesados por PCR,

en un 23% de las muestras estudiadas. Estos hallazgos junto con otros
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demostrando ADN de T. cruzi en muestras de fluido crevicular en pacientes
chagésicos cronicos parece indicar que la invasion de parasitos de esta familia y
posiblemente de otras por estudiar nos advierte la necesidad de estar alerta sobre
estas infecciones en el campo de estudio del profesional de la odontologia en

todas sus especialidades®2°,
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CAPITULO V

5.1 CONCLUSIONES

1. El ensayo de PCR, permite detectar e identificar especificamente ADN de
Leishmania en muestras de saliva, afios después del tratamiento
leishmanicida y cicatrizacion de la lesion primaria.

2. EIl fluido salival es un destino habitual en las infecciones causadas por
Leishmania luego de su distribucion desde el sitio de la lesion primaria.

3. La dispersion de Leishmania es una caracteristica bioldgica para invadir el
fluido salival, liquido crevicular y otros tejidos de la cavidad bucal, que
permite evadir la respuesta inmune del hospedador, logrando largos periodos
de persistencia, compartida con otras especies de la familia

Trypanosomatidae a la cual pertenece el género Leishmania.

5.2 RECOMENDACIONES

1. Es de suma importancia tratar todo paciente proveniente de areas donde
la leishmaniasis es endémica que acuda a nuestra consulta, como un
paciente de alto riesgo, sin olvidar utilizar las barreras de proteccion,
poniendo en practica los principios de control de infeccidén impartidos en
nuestra FOULA.

2. Hacer consciente al personal sobre la existencia en la region de la
leishmaniasis sabiendo que, aunque con largo tiempo transcurrido, luego
de su cicatrizacion la persistencia parasitaria es comin en el hospedador
humano.

3. Através de laanamnesis indagar sobre la procedencia del paciente y estar
en capacidad de poder sospechar clinicamente sobre la presencia
potencial de esta enfermedad olvidada en un contexto de la salud publica

de la region.
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Anexo 1

Republica Bolivariana de Venezuela Istori 2

Universidad de Los Andes l T l l I l I I l l I l /:Q

Facultad de Odontologfa Lugary Fecha:

Departamento de Medicina Oral il

Citedra de Anestesiologfa y Cirugla Estomatolégica FICHA CLINICA

1. DATOS DE IDENTIFICACION DEL PACIENTE

Nombres: Apellidos:

Edad:_______ Sexo:F O M O Estado Civil: Ocupacién: Direccién:
Teléfonos:

1. MOTIVO DE CONSULTA:_

HISTORIA DE LA ENFERMEDAD ACTUAL:

Il ANTECEDENTES PERSONALES:
A. ANTECEDENTES MEDICOS

1. INFECCIOSOS: Sufre usted o ha sufrido enfermedades como Sfilis, HIV, Infecclones en riii6n, corazén, pulmones,
otros: SI O NOO Especifique:
2. PATOLOGICOS: Sufre usted o ha sufrido de enfermedades Metabélicas: SIONO O Cardiovasculares: SSION0O
Gastrointestinales: S| © NOQ Genitourinarias: SIO NO O Neurolégicas: S1 O NO O Especifique:

3. ALERGICOS: Tiene alergia a algiin medicamento, alimento o sustancia? SI O NO O Cudl?:

4. QUIRURGICOS: ;Alguna vez lo han operado? SI O NO O Causa:
¢Hubo complicaciones? SI O NO O Especifique:
5. HOSPITALARIOS: ;Alguna vez 1o han hospitalizado? S1 O NOCO Fecha:
Causa
6. FARMACOLOGICOS: ;Ha estado tomando algiin medicamento en los ltimos tres meses? SI O NO O iCudl?

Posologfa:
7. HEMATOLOGICOS: ;Alguna vez le han trasfundido sangre? SI O NO O Causa:_

¢Sufre usted de equimosis, sangrados abundantes, retardada cicatrizacién? S1 O NO QO ;Sabe la causa?,
Grupo Sangufneo:

8. TOXICOS: ;Fuma? SIO NOO (Bebe alcohol? SIO NO O Otras sustancias:

9. FAMILIARES:
10. EN CASO DE SER MUJER: ;Esta embarazada? S1 O NOO

OTROS NO ESPECIFICADOS:
B. ANTECEDENTES ODONTOLOGICOS (QUIRGRGICOS)
;Le han realizado cirugfas en su cavidad bucal? Sl O N0 O Tipo:
Hubo complicaciones? SI O NO O Especiflque de que tipo (infecciosas, hemorrdglcas, clcatrizacién etc.),

IV. EXPLORACION CLINICA Peso:_______Kg  Estaturai_______Mts. IMC____
Extraoral:

Intraoral:

SIGNOS VITALES FC: Temperatura:___________Tensl6n Arterial: : FR:

RESULTADO DE EXAMENES COMPLEMENTARIOS:

DIAGNOSTICO RADIOGRAFICO:

DIAGNOSTICO:

Presencia de cicatriz D Numero de cicatrices D

Tiempo transcurrido de cicatrizacién
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Anexo 2

GRUPO DE INVESTIGACIONES PARASITOLOGICAS
“J.F. TORREALBA” ULA-MERIDA
“Deteccion de ADN leishmania en saliva”

UNIVERSIDAD
DE LOS ANDES

VENEZUELA

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo identificado con la cédula de identidad
N° , hatural de :
he sido informado que la muestra que se tomara el dia de hoy, sera utilizada en
investigaciones orientadas a la deteccion de ADN de Leishmania, agente causal
de Leishmaniasis.

Toda la informacién relativa a mi caso serd manejada en forma de codigos para
mantener la privacidad de los resultados de laboratorio, sobre los cuales tendra
acceso el médico tratante y mi persona. Los investigadores responsables podran
publicar a futuro dichos resultados garantizando la confidencialidad de mi
identidad. De igual manera, autorizo el uso de la muestra para futuros proyectos
de investigacion relacionados al desarrollo y mejoramiento de nuevas técnicas de
diagnostico de esta enfermedad. Teniendo pleno conocimiento de ello doy mi
consentimiento absolutamente voluntario para la utilizacion de la muestra
extraida para las pruebas antes mencionadas.

En caso de dudas me comunicaré con el Dr. Nestor Afiez Reverol al 0274-2401285.

En alos dias del mes del

Firma del paciente o representante legal.
C.I

Firma del investigador responsable
Dr. Nestor Afiez Reverol
C.I:

Firma del Testigo
C.I:
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