Terapia génica

ESTRATEGIAS OMICAS EN
EL DIAGNOSTICO Y ESTUDIO
DE LA LEISHMANIASIS

La leishmaniasis es una enfermedad parasitaria producida por microorganismos
unicelulares del género Leishmania que se transmiten a través de la picadura
de pequenas moscas denominadas flebotomos o moscas de la arena.

Cuando pensamos en leishmaniasis, seguramente nos
venga a la cabeza la idea de un perro afectado de una
grave enfermedad que cursa con heridas en la piel, adel-
gazamiento, debilidad generalizada y que suele acaba con
la vida del animal. Aunque Leishmania infantum, la especie
endémica en Espanfia, afecta de forma especialmente grave
a los perros (la incidencia es de hasta el 30%), la leishma-
niasis es fundamentalmente una enfermedad humana
conocida desde la Antigliedad. Se sitia como la novena
causa de enfermedad infecciosa mds importante a nivel
mundial, con mas de 350 millones de personas en riesgo
y alrededor de 1 millén de casos anuales en zonas tropi-
cales y subtropicales. En Europa, la leishmaniasis es una
enfermedad emergente que afecta de forma endémica a
la Cuenca Mediterranea, siendo Espafa el pais que reporta
el mayor nimero de casos (entre 300 y 400 por afo). Y,
ademas, desde el que se estan exportando casos a paises
no endémicos del centro y norte de Europa por visitantes
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que se infectan durante sus vacaciones y posteriormente
desarrollan la enfermedad en su pais de origen'.

El manejo de la leishmaniasis es complejo debido a que
el progreso de la infeccion y tipo de manifestacion clinica
dependen de mdltiples factores. A grandes rasgos, segun
la especie de Leishmania y la respuesta inmunitaria del
hospedador ante la infeccidn, estos parasitos pueden per-
manecer en la piel, donde aparecen lesiones y Ulceras (lei-
shmaniasis cutanea), invadir las mucosas de la nariz y la
boca provocando la destruccion del tejido y graves desfi-
guraciones (leishmaniasis mucocutanea), e incluso alcan-
zar el bazo, el higado o la médula dsea hasta terminar con
la muerte del individuo si no se instaura un tratamiento
(leishmaniasis visceral). A esta complejidad intrinseca de
la leishmaniasis se suma que es una de las enfermedades
desatendidas u olvidadas segun la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS), lo cual implica que aun hoy existan
grandes retos en su diagnostico, tratamiento y control.

El Laboratorio de Referencia en Leishmaniasis liderado
por el Dr. Javier Moreno, localizado en el Centro Nacional



de Microbiologia del Instituto de Salud Carlos IlI, es desde
hace mas de 25 afios Centro Colaborador de la OMS. Entre
sus funciones destacan el apoyo al Sistema Nacional de
Salud y a la OMS, con técnicas de diagndstico y estudios
con los que abordar importantes huecos del conocimiento
sobre la enfermedad y la biologia de Leishmania que ayu-
den a la poblacién afectada. En este sentido, y debido a
gue en los Ultimos afos se estan realizando grandes avan-
ces tecnoldgicos en el andlisis de alto rendimiento del
ADN o de las proteinas (las denominadas “"6émicas”), se ha
establecido un grupo de trabajo multidisciplinar enmar-
cado en el Centro de Investigacién Biomédica en Red de
Enfermedades Infecciosas (CIBERINFEC) que incluye a
profesionales de distintos grupos de investigacion en lei-
shmaniasis, asi como clinicos, para desarrollar nuevos
estudios y anélisis basados en estrategias 6micas.

Estudios recientes basados en técnicas de secuencia-
cion masiva (NGS) del ADN de Leishmania estan eviden-
ciando la necesidad de realizar una caracterizacion mole-
cular completa del parasito responsable de los casos de
leishmaniasis en Espafia. Gracias a la colaboracion con el
grupo de investigacion del Dr. Jose Maria Requena en el
Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa (Universidad
Auténoma de Madrid), se han conseguido identificar en
Espafia dos grandes poblaciones de cepas genéticamente
distintas de Leishmania mediante un nuevo tipo de anali-
sis filogenético basado en la secuencia completa del maxi-
circulo del pardsito, una estructura caracteristica de este
grupo de microorganismos equivalente al ADN mitocondrial?.
Ademas, gracias al trabajo previo de este grupo para ensam-
blar y caracterizar el genoma de referencia de la especie
L. infantum, ha sido posible realizar un estudio genémico
completo de estas dos poblaciones®. Una de ellas muestra un
perfil genético estable que podria asociarse con las cepas de
L. infantum responsables de los casos que han venido pro-
duciéndose habitualmente en nuestro pais. La otra poblacion
coexiste con la anterior en la misma area geografica, pero
parece encontrarse en mitad de un proceso evolutivo muy
activo, evidenciado por una gran variabilidad en la secuencia
de su genoma, posiblemente debido a fendmenos de hibri-
dacion con otras cepas y especies de Leishmania y/o a la
adaptacion a nuevos hospedadores2. Algunos indicios apun-
tan a que esta poblacion puede estar relacionada con el gran
aumento de casos de leishmaniasis humana registrado hace
10 afios en el area metropolitana del suroeste de Madrid, que
termind por convertirse en el mayor brote de leishmaniasis
en Europa. Precisamente en este brote se han identificado a
liebres y conejos como nuevos hospedadores reservorios de
la enfermedad (ademas del perro), con un papel clave en su
desarrollo®.
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Esta variabilidad genética confiere a Leishmania una
gran plasticidad con la que es capaz de adaptarse facil-
mente a cambios en el entorno, y es la herramienta funda-
mental para evadir la respuesta inmunitaria e incrementar
su virulencia y/o la probabilidad de adquirir resistencia
al tratamiento antiparasitario. De manera complemen-
taria a un estudio in vitro para determinar la resistencia
de cada cepa a los farmacos, el analisis genémico esta
permitiendo identificar que esta adaptacion se asocia no
solo con mutaciones en el genoma sino también con un
aumento o disminucion del nimero de copias de estos
genes o incluso de las regiones cromosomicas en las que
se encuentran. Esto puede conllevar cambios en la expre-
sion de otros muchos genes cercanos que pueden estar
implicados en la resistencia o susceptibilidad hacia otros
farmacos, o en la virulencia del parasito. De este modo,
pueden estar seleccionandose resistencias de forma inad-
vertida incluso sin una exposicion previa al farmaco. Dado
que el tratamiento se basa en un nimero muy limitado de
farmacos, estos analisis son fundamentales para elegir el
mejor tratamiento y evitar un importante riesgo epidemio-
l6gico de salud publica.

Gracias a la buena salud general de la poblacion en
Espafa la mayoria de infecciones son asintomaticas. Sin
embargo, esto no es asi en parte de la poblacién que se
encuentra en un estado de inmunosupresion, cuya pro-
babilidad de desarrollar leishmaniasis tras una primera
infeccion puede aumentar hasta 418 veces con respecto
a la poblacion general. Por ejemplo, es hien conocida la
asociacion entre leishmaniasis y la inmunosupresion
debida a la coinfeccidn con VIH®. En estos pacientes existe
un elevado riesgo de fracaso terapéutico y recaida por la
reactivacion de la multiplicacion de los parasitos tras el
tratamiento antiparasitario, muchas veces mantenido de
forma profilactica. Por otro lado, existe un uso cada vez
mayor de farmacos inmunosupresores para el tratamiento
de enfermedades autoinmunes y el manejo de individuos
trasplantados. Este tipo de inmunosupresion farmacolé-
gica tiene complicaciones adicionales cuando se asocia
a una infeccion con Leishmania porque no siempre es
posible retirar el tratamiento inmunosupresor cuando se
detecta el caso de leishmaniasis sin poner en riesgo al
paciente, ni tampoco esta claro cuando se puede volver
a introducir sin riesgo de recaida. El tratamiento para la
leishmaniasis tiene importantes efectos secundarios, por
lo que su administracion continuada produce problemas
de salud y, ademas, si debido a las recaidas es necesario
repetir pautas de tratamiento con eficacia incompleta se
favorece la aparicion y seleccion de cepas de Leishmania
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resistentes al mismo. Aunque desde el Laboratorio de
Referencia Nacional se han establecido técnicas para evaluar
la respuesta inmunitaria para determinar el momento de cura
y retirada del tratamiento antiparasitario y/o reintroduccion
del farmaco inmunosupresor®, ain no somos capaces de
predecir con suficiente antelacion el progreso de la infeccion
para evitar estas recaidas. Para ello, se esta llevando a cabo
una busqueda de nuevos biomarcadores inmunoldgicos,
parasitologicos y bioquimicos en vesiculas extracelu-
lares presentes en la sangre de los pacientes mediante una
aproximacion protedémica, transcriptomica y genomica.
Estas vesiculas son unas estructuras bioldgicas que contie-
nen diferentes moléculas informativas sobre el estado fisiold-
gicoy patoldgico de los pacientes. Su anélisis se complemen-
tara con el estudio genético del parasito descrito arriba para
caracterizar el caso clinico.

Como ya ocurre con otras patologias a las que por su
importancia en nuestra sociedad se destinan gran cantidad
de recursos, la implementacion cada vez mayor de las nuevas
técnicas biotecnoldgicas esta permitiendo que la lucha con-
tra las enfermedades olvidadas y de la pobreza pueda bene-
ficiarse de ellas. Espafa lidera la investigacion biomédica en
este campo con la creacion de un grupo de trabajo multidis-
ciplinar, enmarcado en CIBERINFEC v, liderado por el Instituto
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de Salud Carlos Ill. Este grupo es pionero en el desarrollo de
aproximaciones émicas para leishmaniasis en las que el diag-
ndstico y el tratamiento se ajustan a las circunstancias indi-
viduales de cada paciente, lo que se conoce como medicina
genomica y personalizada. Asimismo, el establecimiento
de esta red tiene la funcion de realizar una vigilancia y ana-
lisis de los casos de leishmaniasis con la que evitar brotes
epidémicos y controlar este tipo de alertas sanitarias.
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