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BIOMARCADORES EN LA LUCHA
CONTRA LA LEISHMANIASIS

En Espana la leishmaniasis es una enfermedad endémica producida por parasitos de la
especie Leishmania infantum que infectan células fagociticas del sistema inmunitario
(fundamentalmente macrofagos). De forma general, esta enfermedad es mas conocida
en la clinica veterinaria por afectar a los perros (su principal reservorio), causandoles
heridas en la piel y debilitandoles progresivamente hasta acabar con la vida del animal.

Pero, ademas, la leishmaniasis se situa en la novena
posiciéon dentro de la lista de enfermedades infecciosas
humanas mas importantes publicada por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), causando mas de 1 millén de
casos cada afio en las zonas tropicales y subtropicales de
todo el mundo. En la Cuenca Mediterranea, la leishmania-
sis es una enfermedad endémica y emergente, y Espaia
es el pais con mas casos humanos reportados, entre 300
y 400 cada afio. Destaca la aparicion en 2009 de un brote
de leishmaniasis humana en el suroeste de la Comunidad
de Madrid, el mas grande de toda Europa. Ademas, desde
nuestro pais se estan exportando casos de leishmaniasis
hacia paises no endémicos a través de turistas que se
infectan durante sus vacaciones y desarrollan la enferme-
dad en su pais de origen @

El manejo clinico de la enfermedad es complejo
ya que depende de una gran variedad de factores entre los
gue se encuentran la especie de Leishmania infectante y
el sistema inmunitario del hospedador, que van a deter-
minar el tipo de manifestacion clinica que se produzca.
Ademas, la leishmaniasis es una de las enfermedades
mas desatendidas y olvidadas segun la OMS. Todo ello
hace que sea dificil establecer las medidas de control opor-
tunas y disponer de herramientas para el diagndstico v el
tratamiento que ayuden a los pacientes que sufren esta
enfermedad. Es en este contexto donde la busqueda de
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biomarcadores juega un papel esencial. Estos biomarca-
dores son moléculas presentes en el paciente que propor-
cionan informacion de gran utilidad sobre su estado. Existe
una gran necesidad de identificar biomarcadores que per-
mitan realizar un buen diagnéstico, ademas de ajustes pre-
cisos en el tratamiento para evitar recaidas, y que también
sirvan como herramienta para respaldar la investigacién de
nuevos enfoques terapéuticos .

Biomarcadores empleados
actualmente en la leishmaniasis

El Laboratorio Nacional de Referencia e Investigacion
en Leishmaniasis, localizado en el Centro Nacional de
Microbiologia del Instituto de Salud Carlos ll, lleva desa-
rrollando desde hace afios una linea de investigacion cen-
trada en la busqueda de biomarcadores con los que apo-
yar al Sistema Nacional de Salud y a la OMS en el manejo
clinico de los pacientes con leishmanaisis. Fruto de este
trabajo, actualmente disponemos de técnicas acredita-
das con las realizar un diagnéstico basado en distintos
biomarcadores: la presencia de ADN del parasito, la pro-
duccion de anticuerpos anti-Leishmania y la activacion
de la respuesta inmunitaria celular. Estd documentado
que los individuos enfermos tienen en su sangre una gran
cantidad de anticuerpos contra el parasito, mientras que
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aquellos resistentes o que se han curado han sido capaces
de desarrollar una respuesta celular mediada por un sub-
tipo de linfocitos encargados de potenciar la eliminacion
de patdgenos intracelulares.

Entre las técnicas desarrolladas destinadas a evaluar la
respuesta celular destaca en primer lugar, la linfoprolife-
racion celular o CPA (por sus siglas en inglés cell prolife-
ration assay). Esta herramienta se basa en el aislamiento
y posterior estimulacion de las células mononucleares de
sangre periférica con proteinas de Leishmania ©. Mientras
que las células de pacientes con una enfermedad activa
no van a ser capaces de proliferar frente al estimulo (valor
de CPA negativo), los individuos curados y resistentes van
a presentar una respuesta de memoria capaz de multipli-
car el nimero de linfocitos que responden frente al mismo
(CPA positiva).

Otro tipo de técnicas aprovechan la liberacion de biomar-
cadores solubles en la sangre (citoquinas) que pueden pro-
ducirse tras la estimulacion de sangre completa (WBA, del
inglés whole blood assay) con proteinas de Leishmania.
Algunos de estos biomarcadores son interferon gamma
(IFN-y), interleuquina-2 (IL-2) y la proteina 10 inducida por
interferén (IP-10), los cuales son producidos de forma
especifica en individuos curados. Aunque la base cientifica
es similar a la anterior, esta herramienta ofrece ventajas en
lainstauracion de un diagnéstico en los puntos de atencién
en el terreno, pues no requiere del aislamiento de las célu-
las de la sangre y la estimulacion de la misma no supera
las 24 h.

No obstante, alin son necesarios biomarcadores que nos
permitan determinar la enfermedad y la cura con mayor
exactitud, asi como evaluar el riesgo de recaida, especial-
mente frecuentes en aquellos pacientes que presentan un
sistema inmunitario debilitado “ 9. Estos son, por ejemplo,

pacientes coinfectados con VIH, individuos que sufren mal-
nutricién, o aquellos que reciben un tratamiento inmunosu-
presor debido a un trasplante u otra patologia. EI manejo
de estos pacientes es un reto para el que es necesario rea-
lizar una nueva busqueda de biomarcadores.

Nuevas aproximaciones en la
biisqueda de biomarcadores

En la ultima década, el interés por la investigacion en
Vesiculas Extracelulares (VE) ha experimentado un nota-
ble aumento entre las distintas aproximaciones para el
estudio de biomarcadores. Estas particulas, presentes en
diversos fluidos corporales como plasma, suero y orina,
albergan un patrén distintivo de moléculas determinado
por su célula de origen ©7. Ademas, desempefian un papel
crucial en la comunicacion celular, influyendo en procesos
biolégicos fundamentales como la proliferacion celular, el
metabolismo y la respuesta inmunoldgica ®. Por lo tanto,
estas vesiculas proporcionan informacion relevante sobre
el estado inmunoldgico y patoldgico de los pacientes. Una
fuente clave de VEs en estudios de biomarcadores es el
plasma, que se caracteriza por su accesibilidad y almace-
namiento rutinario en biobancos.

Es por ello que desde Laboratorio de Leishmaniasis
hemos planteado una nueva linea de investigacion basada
en la busqueda de biomarcadores de cura en VEs aisladas
del plasma de pacientes del pasado brote de leishmaniasis
de la Comunidad de Madrid. Mediante una combinacién de
técnicas basadas en la exclusion molecular por tamafio
y la ultracentrifugacion a gran velocidad ©, se aislaron
las VEs del plasma de pacientes que acudieron al hos-
pital con leishmaniasis activa y de pacientes que habian
recibido tratamiento antiparasitario 1, 3 0 6 meses antes.
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Representacion grafica de los niveles de expresion de las proteinas
ROCKT y HSP90AB1 en los distintos grupos de pacientes. Los nive-
les de expresion se determinan mediante el marcaje de las proteinas
con una sefial medible (TMT). En el eje Y se indica la intensidad de
este marcaje, que es directamente proporcional con la cantidad de
proteina presente en la muestra.

Posteriormente, en el Instituto de Salud Carlos I, se rea-
lizd un andlisis del contenido de estas vesiculas, especifi-
camente de las proteinas (estudio protedmico).

Los resultados han revelado importantes diferencias en
la abundancia de mas de 150 proteinas entre los pacien-
tes con una enfermedad activa y aquellos que han recibido
tratamiento, indicando la existencia de un perfil proteico
caracteristico y distinguible para cada grupo de indivi-
duos. Muchas de estas proteinas participan en procesos
bioldgicos relacionados con la transduccién de sefales y
estan implicadas en el desarrollo de la leishmaniasis y la
respuesta inmunoldgica a la infeccion. Algunas de ellas tie-
nen un potencial como biomarcadores capaces de discri-
minar entre individuos enfermos y curados. Por ejemplo,
la proteina ROCK1 (Figura 1A) es mas abundante en las
VEs de los pacientes curados, mientras que HSP90AB1 es
mas abundante en los enfermos (Figura 1B). Ademas, las
diferencias en la abundancia de ambas proteinas durante
el seguimiento a 1, 3 y 6 meses post-tratamiento abre la
posibilidad de que también puedan ser biomarcadores
tempranos de cura. Esto seria de gran interés, dado que
actualmente las guias de manejo clinico de la OMS indi-
can que deben transcurrir 6 meses tras el tratamiento en
ausencia de recaida para determinar que se ha alcanzado
la cura. Poder certificar el éxito de un tratamiento (o aler-
tar del riesgo de recaida) y establecer el estado de cura de
forma mds temprana ayudaria en gran medida al manejo
de estos pacientes, especialmente en los lugares donde la
hospitalizacion es poco accesible o muy costosa.ficaces.

Estos resultados evidencian que la investigacion de VEs
aisladas de plasma es una via muy prometedora para la

64 FARMABIOTEC +10

identificacion de biomarcadores en enfermedades infec-
ciosas. La validaciéon de estos potenciales biomarcado-
res identificados se realiza mediante técnicas rutinarias
del laboratorio para su deteccién en una muestra clinica,
como la técnica ELISA. Esto garantizaria su utilidad y per-
mitiria su aplicacion directa en la mejora del diagnostico y
la evaluacién de la respuesta al tratamiento de los casos
de leishmaniasis.
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