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Excmo. Sr. Presidente de la Real Academia de Ciencias Veterinarias de Andalucia
Oriental, Ilustrisimos sefiores Académicos, queridos amigos, sefioras y sefiores:

Es para mi ciertamente un alto honor haber sido designado miembro de esta
Academia y, de acuerdo con la normativa reglamentaria de pronunciar el Discurso de
Ingreso dentro del afio siguiente a la fecha del nombramiento, paso a cumplimentar lo
establecido, con lo que mi condicién de miembro electo se convertird, si la intervencién
asf lo merece, en académico efectivo, de pleno derecho. Antes de entrar de lleno en el
tema que he seleccionado para mi discurso, quiero agradecer muy profundamente
esta distincién, que colma las aspiraciones de cualquier persona con inquietudes en
el campo de las ciencias biolégicas. Mi agradecimiento es especial hacia el profesor
Don Ramén Gélvez, por su sefialada amabilidad al convertirse en portavoz de esta
Real Academia contestando a mi ponencia.

Dicho lo cual, debo justificar la eleccion del tema “Leishmaniosis. Estado actual y
perspectivas de futuro”. Hay razones de diversa indole:

e La leishmaniosis es una entidad morbosa tendida a modo de puente
entre la ciencia médica humana y veterinaria; por tanto, como internista
de aquélla, me siento en mi terreno.

e He tenido, desde mi condicién de Jefe de un Servicio hospitalario de
Medicina Interna receptor de toda la patologia infecciosa giennense, sufi-
ciente experiencia sobre la leishmaniosis en humanos, con una incidencia
creciente en relacién a la pandemia de SIDA; daré cuenta mds delante
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del binomio SIDA-Leishmaniosis, que ha confirmado esta protozoosis
como enfermedad oportunista.

e Por lo demds, la leishmaniosis ha sido considerada por la OMS como
enfermedad olvidada (yo diria, menos piadosamente, negligida), cuando en
realidad representa un reto por su prevalencia a nivel mundial, segtin
recordaremos mds adelante.

¢ FEn el examen de esta afeccién, destacan a mi modo de ver dos hechos:
una apasionante fisiopatologia, que permite revisar a fondo los procesos
inmunitarios del huésped -innatos y adquiridos-, ya sea en el humano o
en el animal; y una terapia atin no muy eficaz en los canidos, que acaso
mejore precisamente con el recurso a inmunomoduladores.

¢ Por tltimo, se registra un progreso indudable y prometedor: el reciente
secuenciado del genoma de diversas leishmanias, que asimismo deberd
repercutir en el mejor manejo terapéutico de estos procesos.

Concluyo este exordio seflalando que mi atencién preferencialmente se proyec-
tard, como es 16gico, sobre la leishmaniosis canina, que ademads sirve de reservorio
para la patologia del humano.

IMPORTANCIA DE LA ZOONOSIS TRANSMISIBLE AL HUMANO

La leishmaniosis incluye un grupo de procesos causados por protozoos del género
Leishmania, transmitidos por la picadura de insectos vectores de los géneros Flebotomus
y Lutzomya; su reservorio principal son ciertos mamiferos salvajes y domésticos, en
tanto que el hombre se comporta como hospedador ocasional. En su expresién clinica
hay formas cutdneo-mucosas y viscerales'.

La leishmaniosis es una enfermedad con historia. Sin detenerme apenas en este
interesante aspecto, quisiera recordar la referencia biblica que de ella se hace en el
Deuteronomio (28, v27), cuando se dice “Yavé te herird con las iilceras de EQipto” que,
segtn mi criterio, se identifican con el botén del Nilo, Alepo, Bisckra, etc., es decir, con
el botén de Oriente o forma cutdnea cldsica de la leishmaniosis. Difiero en cambio de
los que interpretan en igual sentido la sexta plaga con que Yahvé castigé a los egipcios
y su faraén: es mayoritaria opinién adscribirla al carbunco. De todo ello, hablo en mi
monografia Patologia biblica®.

Es de justicia recordar algunos nombres destacados de esta historia®
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e Alexander Russell (1856), que describi6é por primera vez la enferme-
dad

e Leishman y Donovan (1903), por sefialar el papel causal del protozoo

e Nicolle (1908), que introdujo el medio de cultivo del pardsito

e Wenyon (1911), al indicar la condicién de vector de un insecto

e Pitaluga (1912), que publicé el primer caso de kala azar en Espafia

e Camacho (1914), primer caso espafiol de Botén de Oriente

e Vianna (1913), clasificacién del pardsito

* Montenegro (1926), test cutdneo

e De la Loma (1985), coinfeccién VIH-Leishmania

Este proceso infeccioso representa un problema de salud ptiblica de enverga-
dura, instalado en 88 paises (72 de ellos en vias de desarrollo) de dreas tropicales y
subtropicales. La poblacién humana en riesgo se eleva a 350 millones de personas, y
la prevalencia de la enfermedad es de 12 a 14 millones de afectados*®, con una inci-
dencia anual fijada entre 1 y 1.5 millones por lo que hace a leishmaniosis cutdnea y
500.000 de la forma visceral; segtin Desjeux® y otros, se contabilizan 70.000 muertes
cada afio. Hay ademds una casufstica, aislada aunque significativa, de casos autdc-
tonos en paises tradicionalmente no endémicos (EE.UU., Canadd, Alemania), tanto
animales como humanos™®.

En los paises industrializados, se ha observado a partir de década de los 80 de la
pasada centuria un aumento de la incidencia, al adoptar la leishmania la condicién de
oportunista en sujetos VIH (+)°, lo que ha permitido justamente calificarla de enfer-
medad re-emergente. La OMS, por todo ello, ha considerado la leishmaniosis como
una de las diez afecciones mds importantes', incluida dentro del “Programa especial
de investigacion y formacion en enfermedades infecciosas”. Considerada desde 1982 Enfer-
medad de Declaracién Obligatoria (EDO) en Espafia, pasé luego en 1996 al dominio
de las Comunidades tras crearse la Red Nacional de Vigilancia Epidemioldgica.

De acuerdo con estas fuentes, hay una primera linea de Comunidades Auté-
nomas parasitadas integrada por Aragén, Baleares, Catalufia y Valencia, y una se-
gunda linea de prevalencia algo menor, en la que se integran Andalucia, Castilla-La
Mancha y Madrid. Segtin Alvar*, puede estimarse un global de 200 casos anuales de
leishmaniasis visceral y 100 cutdnea. Es criterio generalizado que la leishmaniasis es
enfermedad infradiagnosticada.

Existen diversos reservorios de la leishmaniosis, de los que en la cuenca medi-
terrdnea el perro (Canis lupus familiaris) es el principal. La leishmaniosis canina tiene
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relevancia per se, en el aspecto clinico-veterinario, y también por su condicién de
fuente habitual de la leishmaniosis humana.

Los estudios de prevalencia e incidencia en canidos se han basado en encuestas
seroldgicas a la buisqueda de anticuerpos frente a leishmania. En Andalucia, los resul-
tados han oscilado entre un 8.8% de canidos parasitados en Granada (segun Reyes et
al.) y 23.7% de Cérdoba (Martinez Cruz et al.?). Existe otro trabajo de Acedo Sénchez
et al.”® sobre Granada y Jaén, donde encuentran una seroprevalencia del 12.1%.

Estas cifras, de por si considerables, acrecen muy significativamente si se indagan
pardmetros del pardsito, mds en concreto fragmentos de su ADN por técnicas PCR
(reaccion en cadena de la polimerasa): 67% en Mallorca', 27% en la Comunidad de
Madrid®, y hasta 80% en dreas francesas'®. Y, como quiera que muchos de esos perros
seropositivos se demuestren clinicamente indemnes, se ha impuesto l6gicamente el
concepto de leishmaniosis criptica®.

ESTADO ACTUAL DE LA LEISHMANIOSIS CANINA

Para ser definidos reservorio de leishmanias, los cdnidos deben cumplir las
condiciones especificadas por Ashford'® y asumidas por la OMS, a saber:

e Abundancia del animal huésped

* Representar una apreciable proporcién dentro de la biomasa de mami-
feros

e Frecuentemente se trata de especies gregarias

e Vivir suficiente tiempo para trasladar la afeccién a la estacién climédtica
viable para la transmisién

* Contacto suficiente entre el hospedador primario y el vector

* Curso de la infeccién en el hospedador prolongado y relativamente
leve

e Los pardsitos del animal reservorio han de demostrarse idénticos a los
del humano

Cuadro clinico

Tras un periodo de incubacién, que oscila entre pocos meses y algunos afios,
surgen manifestaciones clinicas extraordinariamente variables en funcién de facto-
res diversos, tales como la virulencia de la cepa responsable, el estado inmunitario
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del animal, tiempo de evolucion, érganos afectados y, por supuesto, oportunidad y
adecuacién de la terapia'®?.

Es t6pico clasificar la clinica de la leishmaniosis canina en dos amplios grupos:
formas cutdneas o cutdneo-mucosas y formas viscerales, al estilo del paradigma
humano, conllevando las primeras inferior gravedad y las segundas un pronéstico
mads ominoso. En mi caso, prefiero sustentar una 6ptica de matiz fisiopatolégico y
contemplar la sintomatologia en funcién de su mecanismo de produccién, admi-
tiendo manifestaciones inflamatorias granulomatosas -fruto de la inmunopatologia
celular- de un lado, y de otro una fenomenologfa vasculitica -resultado del depdsito
de inmunocomplejos circulantes en diversos 6rganos y sistemas-*'. Es una patogenia
comparable a la de las afecciones autoinmunes humanas, de las que el lupus erite-
matoso sistémico es prototipo.

(a) El primero de los mecanismos subyace en lesiones cutdneas de vario as-
pecto: alopecia, dermatitis ulcerativa, nodular o pustular generalizadas. Hay &reas
descamativas, con hiperqueratosis e hipopigmentacién. A nivel visceral, da cuenta
de linfadenopatias, hépato y esplenomegalia, hemorragias digestivas y epistaxis, etc.
La afectacién ocular es rica: conjuntivitis, queratitis, infiltrados linfoplasmocitarios
en tvea ...”>

(b) La vasculitis de inmunocomplejos® causa lesiones diversas, entre las que se
incluyen poliartritis, uveitis y lesiones renales, Estas tltimas, capaces de disefiar el
curso degradativo del proceso, estriban en una glomerulonefritis en principio rever-
sible pero mds tarde de sesgo progresivo hacia la insuficiencia renal terminal, con
edemas, poliuria isostenurica, anemizacion, hiperazoemia, etc.”

El estado general del animal sufre quebranto: anorexia, adelgazamiento, astenia,
palidez, apatia, fiebre, somnolencia, trastornos de la locomocién, etc., denuncian
enfermedad avanzada dificilmente recuperable.

La analitica elemental revela, a mds de la anemia creciente, leucopenia y trom-
bocitopenia, hiperproteinemia con hipergammaglobulinemia policlonal y descenso
de la albumina, proteinuria, alza de las enzimas de citdlisis hepatica y creatinina
elevada®.

Diagnéstico

Muy en sintesis, hay que hablar de métodos parasitolgicos basados en la detec-
cién de leishmanias y procederes que valoran la respuesta inmune del huésped.
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(a) Investigaciones sobre el pardsito.

Comprenden:

Observacién directa de las leishmanias (amastigotes en macréfagos o exo-

celulares), aisladas de médula, ganglios, sangre o biopsia cutdnea y

coloreadas con Giemsa”.

Cultivo en agar-sangre (NNN: Novy-Nicolle-McNeal) o medios liqui-

dos®.

Inoculacién en animales (inyeccion intraperitoneal en hamster dorado)®.

Xenodiagndstico. Investigacién del intestino del flebotomo vector, tras la

picadura provocada al animal sospechoso™.

Investigacion de antigenos leishmanidsicos en fluidos corporales:

- aglutinacién de latex en orina®

- técnicas moleculares PCR (deteccién, amplificacién y andlisis) a la
bisqueda de secuencias de ADN del parasito™.

(b) Indagaciones sobre la reaccion inmune

Comprenden procederes que evidencian la respuesta tanto celular como humoral

del hospedador, en este caso el perro parasitado:

Técnicas serolégicas para la deteccion de anticuerpos. Son muchos los
tests que calibran la respuesta humoral a la presencia de antigenos de
leishmania: contrainmunoelectroforesis, inmunofluorescencia indirecta®,
aglutinacién directa®, hemaglutinacién indirecta, aglutinacién con ldtex,
enzimoinmunoanalisis (ELISA)*, Dot-ELISA®, Western-blot®.

Meétodos que valoran la inmunidad celular. La cldsica reaccién cutdnea de
Montenegro® y la linfoestimulacién (proliferacién blastica de linfocitos
enfrentados a antigeno parasitario)® se incluyen bajo este encabezado.

Concluiré el apartado sefialando que en las investigaciones de campo en canidos

es rentable el Dot-ELISA, por su elevada sensibilidad y especificidad, a las que se une

la facilidad para la lectura de resultados, que permite procesar con rapidez un gran

nimero de muestras. Un Western-blot resulta indicado para denunciar casos en los

que la respuesta de anticuerpos es limitada.
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Manejo terapéutico

Hay que confesar que en el presente atin no disponemos de principios activos
eficaces para la curacién definitiva de la leishmaniosis canina. En una mayoria de casos
se puede alcanzar una mejoria del estado del perro, incluso el pleno asintomatismo
que se define como curacién clinica, pero sin conseguir erradicaciéon completa del
protozoo, es decir, la curacién parasitolégica, lo que en un futuro no lejano expone
a frecuentes recaidas®. Por qué esto es asi, en contraste con la resolucién definitiva
regular de los casos humanos (salvo en inmunocomprometidos), es algo que deberia
explicarse por la fisiopatologifa, objeto preferencial de este trabajo.

El conocimiento de estos hechos, ha llevado a dos posturas terapéuticas con-
trapuestas:

- De una parte, la concienciacién para un tratamiento muy precoz, que
consiga extirpar la enfermedad en sus primeras secuencias. Pero esa
situacién de leishmaniosis criptica a la que previamente aludia puede
perdurar mucho tiempo antes de que la enfermedad descubra su faz
clinica.

- Deotra, el prondstico comprometido ha inducido ala politica del culling-
dog, sacrificio sistemadtico de los animales enfermos. Con ello, se trataria
sobre todo de aminorar el ndmero de casos de leishmaniasis visceral
humana en las zonas de elevada endemicidad. En Brasil, se llevé a cabo
una amplia campafia de eliminacién de animales parasitados entre 1990y
1997:176.000 canes sero -positivos fueron sacrificados, lo que sin embargo
no obtuvo beneficio sensible sobre el ntimero de los casos de kala azar.
Segtin senalan Courtenay et al.*, el fracaso del culling se produce por la
alta tasa de nuevas infecciones caninas y la insuficiente sensibilidad de
los métodos de deteccion usados.

He aqui un esquema de los recursos medicamentosos susceptibles de empleo
en la leishmaniosis canina*":

o Antimoniales pentavalentes (Glucantime: antimoniato de N-metil-glucami-
na), que actdan inhibiendo enzimas (fosfoglucoquinasa y piruvatodes-
hidrogenasa) e interfiriendo asf la sintesis de ATP y GTP. Dosis: 75-100
mg/Kg/dia, 4-6 semanas. Parenteral*

® Pirazolo-pirimidinas (Alopurinol), inhibidor de la interconversion de
las purinas, lo que se traduce en una menor sintesis de ATP. Aumenta
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la catabolia del ARN. Dosis: 20 mg/ Kg /dia, 1-12 meses. Es sinérgico
cuando se administra junto al antimonial. VO*+,

Antibiéticos poliénicos (Anfotericina B), con capacidad para perforar la
membrana plasmatica de la leishmania por interaccién con el ergosterol
presente en la misma. Se administra en infusién venosa a razén de 0.5-0.8
mg/Kg/dia hasta una posologia total de 15 mg/Kg*.

Diamidinas aromdticas (Pentamidina), capaces de desorganizar el ADN
del pardsito, en dosis de 4 mg/Kg/dia, via intramuscular. Tanda de 20
inyectables dfas alternos®'.

Aminoglucésidos (Paromomicina); incide sobre el ribosoma parasitario.
Posologia: 10-40 mg/Kg/dia durante 30 dias en aplicacién intramus-
cular?.

Derivados del imidazol (Ketoconazol, Metronidazol). Estos antibidticos an-
tifingicos son mds afines a los esteroles de leishmanias que a las células
humanas; activan fosforilasa y por ende la glucogenolisis, empobreciendo
las reservas glucogénicas del protozoo. De ketoconazol se usan dosis de
7 a 25 mg/ Kg/dia, durante 3 meses. VO*.

Alguilfosfolipidos (Miltefosina, edelfosina, ilmofosina y SR 62-834). In-
troducidos en la terapia anticancerosa (carcinoma de mama, p.e.), mil-
tefosina ha evidenciado un efecto citot6xico tanto sobre promastigotes
como amastigotes de las leishmanias; se incorpora a la membrana del
parésito, interfiere el metabolismo de los alquil-lipidos y aumenta la
permeabilidad. Dosis: 2 mg/Kg/dia durante 4 semanas. VO¥.
Inmunomoduladores, tendentes a modificar favorablemente la respuesta
inmune. Ya que la inmunidad humoral estd pervertida por la aparicion
de complejos inmunes, farmacos inmunosupresores pueden tener su
papel cuando la vasculitis es predominante; en este sentido, el recurso
a los corticoides puede ser legitimo™. En la vertiente opuesta, el uso de
inmunoestimulantes pretende corregir una respuesta celular inmune
insuficiente y pervertida, segtin se discute después: levamisol (en conco-
mitancia con alopurinol), INF-y y domperidona (antiemético que propicia
hiperprolactinemia y con ello estimulo a los linfocitos Th1) pueden jugar
un rol dtil, aunque limitado®.

Otros fidrmacos. Sin méds comentarios, merecen citarse: Buparvacuona,
Enrofloxacino, y Marbofloxacino, amén de los sistemas de transporte
de fdrmacos capaces de liberarlos en los érganos diana (liposomas,
inosomas, complejos lipidicos, etc.)*>
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Prevencion

Algunas de las medidas destinadas a la profilaxis en cdnidos han sido ya antici-
padas: diagndstico precoz para una terapia exitosa del animal infectado, y sacrificio de
los portadores de una enfermedad avanzada. La prevencién de la picadura del diptero
vector, la medida profildctica mds rentable en el presente, incluye insecticidas en sus
habitats, ubicacién del perro en lugares seguros y repelentes de tipo piretrina. La OMS
recomienda collares impregnados con el insecticida deltametrina como el recurso de
mayor eficacia, con proteccién del 86% en las épocas de elevada transmisién®. En
todo caso, tal recurso resulta insuficiente en zonas de muy alta endemicidad.

Lo que antecede justifica el esfuerzo para alcanzar una profilaxis activa mediante
vacunacién®. Se han preparado y usado sucesivamente:

* Vacunas preparadas con pardasitos vivos, muertos o atenuados

* Vacunas a base de fracciones antigénicas de la leishmania purificadas
o recombinantes

* Vacunas de ADN.

Los inconvenientes de las primeras han dejado paso a las vacunas de antigenos
aislados. Son muchas las moléculas antigénicas identificadas: gp63, gp46/M2, PSA-2,
gp72y gp/70-28, proteina LACK, LeiFe, TSA, proteina Q, el ligando fucosa-manosa
(FML) y el mds reciente LIESAp (Leishmania infantum excreted secreted antigen pro-
mastigote)””. Estas subunidades, proteicas en su mayor parte, inducen inmunizacién
significativa si se aplican junto a adyuvante; aunque quizd sea efimera, salvo que las
picaduras del mosquito complementen su actividad (como sucede en dreas endémi-
cas). Es posible que un céctel de antigenos sea mds eficaz.

Las vacunas de ADN emplean genes que codifican para protefnas que se estiman
protectoras, y se aplican a través de la inoculacién parenteral con vectores plasmidicos.
Son una fuente de protefnas antigénicas idénticas a las nativas del protozoo, la respues-
ta inmunitaria es satisfactoria, su manejo facil y, conseguido el descifrado del genoma
de los principales tipos de leishmanias recientemente, es de esperar que se alcancen
resultados optimizados. Por lo pronto, hay informes positivos al respecto®®.

PATOFISIOLOG{A DE LA LEISHMANIOSIS

Representa, a mi juicio, el capitulo més atrayente de esta enfermedad, el que
cualquier adicto a la biologfa molecular prefiere, porque plantea problemas y justifica
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exposiciones tedricas como las que aqui se ofrece. Es una muestra paradigmatica del
enfrentamiento entre un agente infectante y la respuesta del huésped receptor. Una
pregunta queda en el aire: ;Es el perro el polo anérgico del espectro entre los parasitados
por la leishmania?

Examinaré sucesivamente el complejo agresor (protozoo y vector) y la reaccién
inmune que desencadena en el huésped.

Agente causal

El agente de la enfermedad se encuadra dentro del phylum Protozoa, familia
Trypanosomatidae y género Leishmania. En el Viejo Mundo, y mds en concreto en el su-
roeste de Europa que nos concierne, el complejo filogenético dominante es Leishmania
infantum, tanto a nivel canino como humano. Frente a la variabilidad de zimodemas o
isoenzimas en las leishmanias que parasitan al hombre, es de destacar la uniformidad
de las que invaden al perro®.

Las leishmanias se definen como protozoos digenéticos, por cuanto que presentan
dos formas o fases durante su ciclo biolégico:

* Promastigote, forma exocelular monoflagelada y mévil, cuerpo elongado
de 15 um, presente en el intestino medio del fleb6tomo vector. En la fase
metaciclica, con menor longitud y largo flagelo, son cedidos al huésped
definitivo, en nuestro caso el perro.

e Amastigote, forma intracelular inmévil, con un cuerpo redondeado de 2-4
um de didmetro; morfologia adoptada a las pocas horas de penetracién
en los macréfagos del hospedador.

Un in6culo tipico contiene 100-1000 promastigotes®’. Cuando el pardsito entra
en el vertebrado hospedador, la reaccién inmune innata activa la cascada del comple-
mento, que pretende la eliminacién del parasito mediante estimulo a los leucocitos,

opsonizacion tras recubrimiento de su superficie con la fraccion C,, y lisis por el MAC

3b/
o complejo de ataque a membrana®. Un rasgo comdn a la invasién de los mamiferos
por este pardsito es que la infeccién es en esencia intracelular, siendo muy breve el
plazo durante el que la leishmania queda libre antes de albergarse en los macréfagos®.
Este hecho tiene importancia por lo que hace a la inmunidad del hospedador y al
disefio de vacunas. Los leucocitos polimorfonucleares pueden albergar muy tempo-
ralmente leishmanias hasta su ubicacién en la vesicula fagolisosémica macrofdgica;

se comportan a modo de “caballos de Troya” que transportan el invasor eludiendo
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las acciones adversas del suero y permitiendo su transformacién en amastigote®. En
compensacion, la leishmania retrasa la apoptosis leucocitaria hasta 24 horas®.

En el macréfago, el amastigote desarrolla un metabolismo anaerobio y pone en
marcha mecanismos invasivos-evasivos con los que pretende eludir la lisis. Ast, el
lipofosfoglicano (LPG)* de membrana previene el ataque de varias subunidades del
sistema del complemento, como componentes del MAC C,, C;
ficie gp63%, dotado de actividad proteasa, convierte C,, en C,, y es capaz de fosforilar

el antigeno de super-

(e inactivar asf) varios componentes de la cascada del complemento. He aqui una lista
de moléculas situadas en la superficie, cruciales para la infeccién y cualificadas por
tanto como invasivas-evasivas®®:

* Glicerofosfatidil-inositol
* Glicosil-fosfolipidos

e Lipofosfoglicanos

e Fosfoglicanos

* Proteofosfoglicanos

* Glicoproteina gp63

e Proteasas de cistefna

e Histonas

e ATPasas

Hay otro tipo de determinantes en la leishmania que se denominan con razén
patoantigénicos, porque se estiman responsables del dafio histolégico en el hospedador
y de la ubicacion lesional, que oscila desde las formas cutdneas relativamente leves
hasta las viscerales mds graves®. Pueden ser cualificados como factores de virulencia
y estdn insitos en la estructura interna del parasito:

* Proteinas del citoesqueleto (quinesinas y tubulinas)
e Chaperonas (histonas HSP 60, 70 y 83)

e Proteinas ribosomales

¢ Nucleosomas

e Proteosomas

Vector

La leishmania se define también como pardsito heteroxeno, porque goza de dos
tipos de hospedadores: intermediario y definitivo. Aquél es un pequefio diptero, del
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género Phlebotomus en la cuenca mediterrdnea. En Esparia se han identificado hasta
7 especies: P. perniciosus, P. ariasi, P. papatasi, P. sargenti, P. chabaudi, P. longicorpis y P.
minutus., de las que las dos primeras son las mds habituales. La hembra es protagonista
por ser hematéfaga; muestra mayor actividad en el creptisculo y la noche, durante
las épocas de primavera-verano. Sobreviven 30 dias y, una vez infectadas, resultan
contaminantes toda su vida. Son muy activas inoculadoras (hasta 100 picaduras en
una jornada) y la misma sangre ingerida, que representa obstdculo para su nutricién
vegetal, le induce a picar. Su capacidad de vuelo estd limitada a 500 m®.

Este vector introduce junto a los promastigotes metaciclicos una saliva dotada
de sustancias favorecedoras de la infeccion:

* Apirasa, un antiagregante plaquetario”
* Maxadilan y adenosina, con actividad vasodilatadora”
e Prostaglandina E2, que pervierte la respuesta inmune efectiva’.

e Hialuronidasa, factor de difusién del parasito, y desintegrinas. .

Este papel coadyuvante cuenta en el éxito de la infeccién y por eso es obligada
su cita.

Respuesta inmune del hospedador

Me referiré en primer lugar, por su mayor relevancia y complejidad, a la respuesta
inmune celular, relegando a un segundo apartado la de tipo humoral.

(a) Inmunidad celular

El protagonismo compete a diversas estirpes celulares: leucocitos PMN, macré-
fagos, células presentadoras y, con un papel muy decidente, linfocitos. De un modo
esquemadtico, el proceso implica estos pasos sucesivos:

® Reaccién inflamatoria local. Captacién y destruccién de algunos pro-
mastigotes por PMN neutréfilos y eosindfilos

* Presentacién de leishmanias, a cargo de células de Langerhans y leuco-
citos dendriticos

® Penetracién de los pardsitos en el macréfago

* Sintesis macrofagica de interleuquina-12, inducida por la leishmania

e Reaccién de las células natural killer (NK), con produccién de interferén
gamma (IFN-y) y activacién del macréfago

34



LEISHMANIOSIS:ESTADO ACTUAL Y PERSPECTIVAS DE FUTURO

e Produccién acrecida de IL-12 por el macréfago

* Presentacién antigénica a linfocitos T4 helper (Th) por macréfagos o
células dendriticas

e Respuesta tipo Th1 con sobreproduccion de IFN-y si la reaccién inmune
es adecuada

* Respuesta tipo Th2 con sintesis de IL-4 e IL-10, en caso de reacciéon
inadecuada

e Produccién de NO por el macréfago inducida por IFN-y y destruccién
del parésito.

1. Los leucocitos polimorfonucleares ejercen su actividad fagocitaria y de este modo
pueden convertirse en portadores-protectores del pardsito si puede eludir su lisis
promovida por proteasas. Son susceptibles de transformacién en CD28*, que a su
vez interaccionan con monocito-macréfagos, actuando como células presentadoras
dendriticas con el concurso de moléculas del antigeno de histocompatibilidad mayor
(MHC) tipo II”%. Si adoptan el médulo CD28, van a sufrir apoptosis, y las leishmanias
liberadas junto a residuos fosfolipidicos, pueden realizar una “invasién silenciosa”
del macréfago™.

Las células de Langerhans, por su parte, migran desde la epidermis al punto
de la infeccién, captan pardsitos y pueden trasladarlos hasta los ganglios linféticos,
para presentarlos a células T en reposo (Th0)”>7.

2. La presentacién del pardsito a los macrofagos y su ulterior fagocitosis exige un
enlace a receptores de su superficie; la fraccion C3b del complemento destaca en este
aspecto, porque tras realizar su opsonizacién, los parasitos ya son reconocidos por el
receptor macrofdgico CR1. Cuando se ha producido el silenciado, el binding se hace
al CR3. Otros posibles receptores de entrada a macréfagos incluyen: TLR (foll-like
receptor), CR4, Fc (fraccién cristalizable), manosa-fucosa y fibronectina”. Los ligandos
de la leishmania incriminados son gp63 (Zn-proteinasa) y lipofosfoglicanos (LPF)
anteriormente citados.

3. Una vez internalizado el promastigote en la vesicula fago-lisosémica del macréfago,
va a sufrir el ataque de enzimas proteoliticas y, sobre todo, la accién leishmanicida
de los radicales libres de oxigeno: anién superdxido (O,), hidroxilo (OH)), peréxido
de hidrégeno (H202) y 6xido nitrico (NO). Este dltimo, resultado de la actividad de
la sintetasa inducible (iNOS) sobre el aminodcido arginina, parece decisivo para la
destruccion de la leishmania, de manera que si ésta es capaz de interferirla asegura
su supervivencia””. Ello se consigue a través de activacién de la arginasa, enzima
que cataboliza la arginina a ornitina y urea.
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El macréfago, a instancias de la leishmania, sintetiza una citoquina que resulta
decisiva para una posterior reaccion linfocitaria adecuada: IL-12. Pero no es menos
cierto que los amastigotes son capaces de provocar una intensa produccién de IL-10,
que pervierte su actividad: en tal caso, la célula se hace refractaria al INF-y de los
linfocitos Th1 y disminuye su formacién de IL-12 y factor de necrosis tumoral alfa
(TNFa)™.

Pero el macréfago no sélo es albergue del parasito, sino que también se convierte
en presentador del mismo (APC: antigen-presenting cell). Para ello, una fraccién anti-
génica debe emerger en la superficie a través de la membrana, y ha de ir unida a una
molécula del complejo de histocompatibilidad mayor tipo II; el complejo antigeno-
MHC II se vincula entonces al receptor en la superficie del linfocito T (TCR). Mas,
para que la activacién linfocitaria tenga lugar, resulta indispensable la presencia de
una molécula coestimuladora, que va a asegurar el caracter not self del antigeno pre-
sentado; el coestimulador suele ser una molécula B7 (B7.1 6 B7.2) ubicada también en
la membrana de la APC y capaz de enlazar con otra del linfocito, CD288.

La multiplicidad de las funciones del macréfago es muy notable:

e Inflamacion: secrecién de citoquinas que inducen respuesta de fase agu-
da

o Activacion linfocitaria: funcién APC y secrecion de IL-1

*  Modulacién de la reaccién inmune: IL-12 en respuesta Th1, IL-10 si la res-
puesta es Th2

e Actividad microbicida: Radicales libres de O. Sintesis de NO. Hidrolasas
antimicrobianas

o [Inmunidad tumoral

®  Reparacion tisular.

4. Varias células del sistema inmune se encuentran comprometidas en la defensa
contra la invasién leishmanidsica.

® Lo estan en primer lugar las células CD8+ citotéxicas que, segtin indica Be-
lkaid®, fabrican una protefna formadora de poros capaz de procurar la lisis osmética
del protozoo. A mayor abundamiento, secretan citoquinas activadoras del macréfago,
tales INF-y y TNFa®.

e Las células natural killer (NK) poseen un receptor para el fragmento Fc de las
inmunoglobulinas, y cuando las reconocen unidas a los pardsitos causan su destruccién
por lisis osmética. Liberan IFN-y, activador del macréfago y a la vez promotor de la
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respuesta linfocitaria tipo Thl. IL-10 y factor de crecimiento transformador gamma
(TGF-y) frenan la lisis de Leishmanias en este punto®.

e Pero son las células T helper (Th o T CD4+), de ayuda o cooperadoras, las que
se sitian en el centro de la reaccién inmune. Activadas en presencia de antigeno de
leishmania, ofrecido por las APC en forma adecuada, se desplazan desde su forma
virgen o naif (Thp) hacia subpoblaciones activas con signo Th1 o Th2, la primera de
tipo protector y la segunda proclive a persistencia y hasta progresién de la enferme-
dad®.

El que se decante por una u otra via estd en dependencia de factores de diversa
indole, entre los que el mds decidente es el tenor de citoquinas en las primeras fases
de la infeccién. Asi, la IL-12 originada en los macréfagos y otras células APC, actta
siempre en sentido positivo, de promocién de la respuesta Th1 que frena de la infec-
cién invasora, en tanto que IL-4 resulta mds versatil y puede promover reacciones
tipo TH1 o Th2%, segtin el momento en que incida.

e Las células Th1 estdn capacitadas para segregar IFN-y, IL-12 y TNFa.

- Interferén gamma tiene un papel efector importante, por cuanto que
su nivel es inversamente proporcional al grado de gravedad clinica: las
formas cutdneas localizadas cursan con IFN-y elevado mientras en las
viscerales muy sistematizadas casi brilla por su ausencia. IFN-y, segtin
ya se ha dicho, muestra dos capacidades esenciales en la lucha contra la
leishmania que parasita el macréfago: activacion de esta célula e induc-
cién de iNOSY.

- IL-12 es esencial, junto a IL-18, para la sintesis INF-y por los linfocitos
Thl y células NK®*. Por ello, si se interfiere mediante anticuerpos en
ratones refractarios tipo C3H, aparece una respuesta Th2 proclive a
infeccion®.

- TNFa (la antigua caquectina) es un mediador de la inflamacién, que in
vitro estimula la actividad funcional de diversas células (PMN neutré-
filos y eosindfilos, monocito-macréfagos, endotelio, fibroblastos). Por
eso, cuando se aplica TNFa recombinante a muridos infectados con
Leishmania major, mejora el curso del proceso™.

e Las células Th2 sintetizan citoquinas en pro de la respuesta inmunitaria hu-
moral: IL-4, IL-6 e IL-10.

- IL-4 inactiva la labor litica de los macréfagos y propende al progreso
de la enfermedad, en razén a su capacidad inhibitoria de IL-12°". Los
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ratones BALB/ ¢ genéticamente susceptibles a leishmaniosis, sintetizan
precozmente IL-4, pero si estdn desnudos de esta citoquina (KOBALB/ c)
o se tratan con anticuerpos anti-IL-4, se tornan refractarios®. No siempre
es asi, y cepas de L. major virulentas pueden crear susceptibilidad en
muridos KO BALB/ ¢-; se estima entonces el papel prevalente de otras
citoquinas, IL-10 ante todo®.

- IL-6 se comporta como marcador de enfermedad activa y testigo de la
eficacia del tratamiento emprendido®.

- IL-10 se produce en macréfagos y células dendriticas, ademds de en los
linfocitos T; considerada citoquina de la serie Th2**, puede, no obstante,
jugar un papel supresor de la parasitosis®. Pero sélo los ratones desnudos
de IL-4 e IL-10 alcanzan curacién estéril de la leishmaniosis inducida®.

* Es necesario considerar asimismo el papel de las células T reguladoras. Repre-
sentan el 5-10% de las células T CD4+, y pueden tener un origen natural o ser induci-
das por antigeno. Estdn capacitadas para producir IL-10 en cuantfa significativa y asi
bloquear la respuesta inmune tipo Th1. Es ejemplo expresivo de cémo la inmunidad
innata puede guiar la respuesta inmune adaptativa®.

(b) Inmunidad humoral

Eslareacciéon inmune de anticuerpos anti-leishmania producidos en los linfocitos
B y células plasmaticas de ellos derivadas.

Su papel defensivo es cuestionable. De un lado, son aptos para activar citotoxi-
cidad dependiente de anticuerpos y opsonizacién de los promastigotes en orden a
su ulterior fagocitosis®™. De otra, los inmunocomplejos circulantes son capaces de
fijarse en la pared vascular y con el concurso del complemento dan cuenta de dafio
visceral variado. Y atin més, pueden contribuir al progreso de la enfermedad para-
sitaria: la administracion de IgG-antileishmania resulta en un agravamiento lesional
en ratones infectados con L. major, al cambiar el signo interleuquinico (IL-10 en lugar
de IL-12)*.

Existen diversas subclases de inmunoglobulinas especificas:

e Las células Thl inducen la liberacién de IgG2 y 3 través del IFN-y
e Las Th2 favorecen la secrecién de IgG1 y 4, mediando IL-4 en el men-
saje
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e Estas mismas Th2 facilitan la secrecién de IgA con el impulso de IL-5
e LalIgE reciben el estimulo de Th2 a través de IL-4
* Finalmente, IgM responde al estimulo de ambos tipos de Th.

La inmunopatologia refleja un esquema lesional acorde con la patogenia subya-
cente. 5i domina la reaccién inmune celular, son los granulomas a base de macréfagos
y linfocitos los que causan dafio estructural y funcional'®; si la reaccién humoral
prevalece, los inmunocomplejos se depositan en los vasos, higado, bazo y rifién, con
el efecto deletéreo consiguiente.

CO-MORBILIDAD EN LEISHMANIOSIS CANINA Y HUMANA

Se trata de una faceta de alto interés, que viene a demostrar el cardcter oportunista
de la leishmaniosis y que explica en buena parte su consideracién de enfermedad
re-emergente. Otro factor que facilita esa reciente expansién es la urbanizacién del
reservorio animal.

Comorbilidad canina

Me ha llamado la atencién la coexistencia de leishmaniosis y ehrlichiosis, de ma-
nera que en la estadistica de Miré y Molina (2006)*, donde se recogen 106 encuestas
llevadas a cabo en todo el territorio espafiol, tal comorbilidad se significa con mucho
como la mds frecuente (68%), seguida a gran distancia por sarnas, filariosis, babesiosis,
etc. Las ehrlichias son microorganismos incursos en la familia rickettsiana y, de las
diversas especies existentes, son la E. canis, E. chaffeensis y E. ewingii las mds comunes,
en especial la primera. Inoculadas a través de la picadura de garrapata (comtnmente,
Rhipicephalus sanguineus), se localizan en el sistema mononuclear fagocitico con pre-
dileccién, y dan lugar a un cuadro clinico que se escinde en tres fases.

La primera, aguda, surgida tras un periodo de incubacién de 8 a 20 dfas, se
caracteriza por un cuadro clinico variable: deterioro general, fiebre, adenitis, hepa-
tosplenomegalia, sindrome hemorragico, sintomas neurolégicos, etc. Hay luego una
fase subclinica intercalar y, si el proceso no cura, pasa mds tarde a un estadio crénico,
con pancitopenia, afectacién visceral y, lo que nos interesa aqui, una depresién in-
munitaria que facilita su asociacién a otras infectopatias, y explica que la leishmania
pueda hacerse presente. A la postre, el macréfago es el campo de Marte para uno y
otro agente infectante'.
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El tratamiento, a base de tetraciclina (doxiciclina) e imicarb, resultara sin duda
mads complicado en caso de comorbilidad.

Comorbilidad humana

El binomio SIDA-leishmaniasis visceral (LV) no es raro, especialmente en nuestro
medio. De 1700 casos censados por la OMS' hasta 1998, 1440 pertenecian a la cuenca
mediterrdnea, y de ellos 835 se registraron en Espafia. En apenas un lustro (1987-1992),
nuestro Servicio de Medicina Interna de la Beneficencia Provincial de Jaén recogié
9 casos de esta comorbilidad. Segtin Pineda et al.'®, la prevalencia de LV en VIH
(+) ascendi6 al 11%, si bien casi la mitad de los casos (41%) eran subclinicos. Con la
introduccién de una terapia antirretroviral de gran actividad (TARGA), al mejorar la
condicién inmunolégica de los sidosos y menguar asi su receptividad hacia la infeccién
protozoaria, es explicable que se haya reducido la incidencia'™.

La leishmania se comporta tipicamente como un oportunista, al mismo titulo
que Pneumocystis carinii, por poner un ejemplo. Si se tiene en cuenta que la inmunidad
celular, y mds en concreto, el nivel de linfocitos T CD4+ juega un papel decisivo en el
destino del agente inoculado, es 16gico que el déficit que comporta la infeccién por VIH
haga mas fdcil su asiento y diseminacién. Y la respuesta del hospedador es entonces
de tipo Th2, tolerante para el invasor'®®. El VIH ejerce un efecto inhibitorio sobre la
produccién de IFN-y. El resultado es que los pacientes con SIDA exhiben un riesgo
de sufrir leishmaniosis cien a mil veces superior en dreas de alta endemicidad.

Por lo demds, la leishmania puede ser inoculada en el VIH siguiendo el ciclo
zoonotico cldsico o en un ciclo antroponético a través de jeringuilla, propio de los
que usan drogas de via parenteral, ahora en retroceso.

Porlo demés, el cuadro de LV en VIH (+) es muy similar al del VIH (-), salvo que
la poblacién linfocitaria CD4+ suele estar por bajo de las 200 cel/ ul. Hay un grupo,
no superior a un 10%, de clinica atipica, con manifestaciones no habituales del tracto
digestivo, drbol respiratorio o cutdnea muy diseminada. Es nuestra impresiéon que la
enfermedad tiende a sistematizarse mds y que la repercusién hepatosplénica puede
ser prominente. La trombocitopenia severa y tendencia hemorragipara fue conflictiva
en alguno de nuestros casos'®.

Y en lo que concierne al tratamiento, aunque la respuesta inicial a los farmacos
al uso puede ser remunerativa, las recidivas son frecuentes y a veces problematicas.
En sujetos asintomadticos con leishmaniosis criptica, la postura mds ldgica es la de
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vigilancia simple. En paifses en vias de desarrollo, con alta endemicidad de la zoo-
nosis y terapia anti-VIH no satisfactoria, esta coinfeccién se convierte en auténtica
amenaza.

MIRANDO AL FUTURO

Estimo que las lagunas e incégnitas que atin restan en el terreno de la leishma-
niosis, y en especial la inmunoprofilaxis vacunal definitiva, van a recibir el impulso
benefactor de las investigaciones genéticas en curso. Hablaré, pues, para concluir
mi intervencién, de las investigaciones acerca del genoma de las leishmanias y sus
previsibles consecuencias.

En 1994, se celebré en la Fundacion Oswaldo Cruz de Rio de Janeiro, la reunién
preparatoria de la Red de Genoma de Tripanosomatideos, a la que acudieron, ademds
de grupos hispanos y latinoamericanos, una representacion de dos instituciones de
EE.UU. (los NIH y el Instituto TIGR) y otra britdnica, el Sanger Center. Se acordé
seleccionar tres genomas de kinetoplastida para su secuenciacién: el de Leishmania
major y otros dos de tripanosomas, T. cruzi y T. brucei. Se decidid, para el caso de la
leishmania, repartir los cromosomas entre los grupos participantes y concordar luego
sus aportaciones.

La tarea, en principio ardua, se prolongaria mds de una década antes de ser
concluida y publicitada. Por fin, en julio de 2005, aparecieron en Science los resulta-
dos, que, en el caso de L. major, mostraban el secuenciado completo; el grupo infor-
mante estaba encabezado por Ivens!'”. Pero la historia no concluye aqui. Pocos afios
después (2007) se nos da cuenta en Nature Genomics de la conclusién de estudios en
otras dos leishmanias importantes, una en el Viejo Mundo (L. infantum) y otra en
el Nuevo (L. Braziliensis). Un amplisimo grupo de investigadores, con Peacock'® al
frente, llevan a cabo el andlisis comparativo de semejanzas y distinciones entre las
tres subespecies.

Sus hallazgos resultan de interés: existe una amplia conservacién de la sintenia,
y se identifican sélo 200 genes con una distribucién diferenciada y 78 de ellos restrin-
gidos a especies individuales. La sintenia estriba en localizacién conservada de genes
con posiciones similares en especies relacionadas; un tal tipo de conservacién apunta
ala existencia de fuertes presiones de seleccién a fin de mantener determinados genes
en proximidad: linkage genético.

41



LEISHMANIOSIS:ESTADO ACTUAL Y PERSPECTIVAS DE FUTURO

Existen s6lo 200 genes diferenciados. Habida cuenta que el niimero total de genes
codificados en cada tipo de leishmania es algo superior a 8.000, debe concluirse que
son muchas las semejanzas y pocos los distingos. Asimismo, existe un nimero dispar
de seudogenes: en la L. braziliensis se eleva a 161, es de 91 en L. major y se limita a 41
en L. infantum. Seudogén es una secuencia nucleotidica similar a un gen normal de la
que no resulta producto funcional, es decir, que no se expresa. A veces se comporta
como ARN, y asi puede generar una concreta proteina'®.

En conclusién, Peacock et al. estiman que la formacién de seudogenes y la pér-
dida de algunos genes auténticos son fuerzas principales que configuran los diversos
genomas. Los genes que se hallan distribuidos en forma diferente segtin las especies,
codifican proteinas implicadas en interacciones patégeno-huésped y modulan la su-
pervivencia del pardsito en el macréfago. Unas pocas disimilitudes pueden causar
conductas distintivas especie-especificas, tanto en la patogenia cuanto en la expresién
clinica del proceso.

El descifrado del genoma ha propiciado avances en torno a genémica, proteé-
mica, interactoma, metaboloma y biologfa de sistemas

e La gendmica implica el estudio simultdneo de la expresién de los genes
de un organismo en diferentes estadios y condiciones.

* La proteémica contempla a gran escala las proteinas de una célula, sus
estructuras y funciones.

e Elinteractoma promueve el conocimiento de cémo las proteinas influyen
entre si, como interacttian.

o El metaboloma pretende la clarificacién de las relaciones entre genes y
protefnas y su canalizacién a través de rutas metabdlicas concretas.

* La expresion biologia de sistemas (systemic biology) alude a una nueva
drea de la biologfa que desarrolla algoritmos y métodos de estudio para
racionalizar y asumir los datos generados por estas investigaciones'.

Confiemos que, en un futuro préximo, todos estos avances se proyecten en un
mejor conocimiento de las leishmaniosis en su doble vertiente animal y humana, y
que nos conduzcan a un panorama menos ominoso que el que en la actualidad ofrece
esta enfermedad.
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