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Laburpena

Leishmaniasia hedatzen ari da Europan, eta tratamendu nagusiek hainbat desabantaila dituzte. Lan
honek bi alderdi horiek jorratu nahi ditu. Leishmania infantum espezieko parasitoak isolatu eta
identifikatu dira, leishmaniasiaz jotako Nafarroako txakur baten gongoil linfatikoaren lagin batetik
abiatuta. R38 eta R38-P konposatuen jarduera leishmanizida aztertu da. R38 konposatua interesgarria
suertatu zen, makrofagoen infekzio ehunekoa murrizteko gaitasun handiagatik.

Hitz gakoak: leishmaniasia, tratamenduak, makrofagoak, amastigoteak, promastigoteak, Nafarroa

Abstract

Leishmaniasis is spreading in Europe and the main treatments available exhibit several
disadvantages. This paper aims to address these two aspects. Leishmania infantum parasites have
been isolated and identified from a lymph node sample obtained from a dog with leishmaniasis in
Navarra. The leishmanicidal activity of the compounds R38 and R38-P has been studied. Compound
R38 is a promising drug against leishmaniasis due to its ability to reduce the percentage of infected
macrophages.

Keywords: leishmaniasis, treatments, macrophages, amastigotes, promastigotes, Navarre

1. Sarrera eta motibazioa

Leishmaniasia flebotomo emeek transmititutako eta Leishmania generoko parasito
protozoarioek eragindako gaixotasun talde bat da. Gaur egun, leishmaniasia osasun-arazo
garrantzitsua da herrialde tropikal askotan eta mundu osoan duen hedapena gero eta
nabarmenagoa da. Osasunaren Mundu Erakundearen (OME) datuen arabera, infekzio horiek
endemikoak dira mundu osoko 98 herrialdetan. Urtero milioi bat leishmaniasi kasu inguru
erregistratzen dira eta kalkulatutako hilkortasuna 20.000 heriotza baino gehiagokoa da (Alvar et
al., 2012; Ruiz-Postigo et al., 2020; Sundar eta Rai, 2002).

Ornogabeetan, leishmaniek forma flagelatua aurkezten dute (promastigoteak) eta
flebotomoen digestio-traktuan garatzen dira. Ostalari ornodunetan, aldiz, forma aflagelatua dute
(amastigoteak) (Sesma eta Barricarte, 1997). Transmisio-zikloa flebotomo eme batek
kutsatutako ornodun baten (batez ere txakurrak eta gizakiak) odola xurgatzen duenean hasten da
(Osasun Publikoko Zuzendaritza Nagusia, 2018). Hogei espezie patogeno baino gehiago daude,
eta eragindako gaixotasunak hainbat forma kliniko ditu, esaterako, larruazaleko lesio
lokalizatuak eta leishmaniasi biszeralera edo kala-azar. Azkeneko hau gaixotasunaren formarik
larriena da, eta ia beti hilgarria, tratatzen ez bada (Alvar et al., 2012; Ruiz-Postigo et al., 2020;
Sundar eta Rai, 2002).

Europan, gaixotasuna hipoendemikoa da Mediterraneoko arroko herrialdeetan. Albania,
Bosnia, Bulgaria, Zipre, Kroazia, Espainia, Frantzia, Grezia, Italia, Ipar Mazedonia, Malta,
Montenegro, Portugal eta Turkian kasuak aurkitu dira (Fernandez Martinez et al., 2019).

2015ean leishmaniasia Espainian nahitaez aitortu beharreko gaixotasun gisa sailkatu bazen
ere autonomia-erkidego guztientzat, deklarazio falta garrantzitsua susmatzen da, % 25-40koa
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leishmaniasi biszeralaren kasuan eta ia % 100ekoa larruazaleko leishmaniasian (Osasun
Publikoko Zuzendaritza Nagusia, 2018). Euskal Herriari dagokionez, 1998-2021 denboraldian,
giza leishmaniasiaren 65 kasu baina gehiago deskribatu dira, adin guztietako pertsonetan, eta
zenbait kasutan GIB/HIESaren (Giza Inmunoeskasiaren Birusa/Hartutako Inmunoeskasiaren
Sindromea) koinfekzioarekin lotuta. Kasu horietako hogeita bederatzi Nafarroan jakinarazi
ziren eta hogeita hamasei Euskadin. Ipar Euskal Herriari buruzko informaziorik ez da lortu
(Nafarroako Osasun Publikoko Buletinak eta Euskal Autonomia Erkidegoko Buletin
epidemiologikoak, 1998-2021).

Gizakiez gain, txakurrak dira Europako kontinentean gaixotasuna pairatzen duten izaki
nagusiak. Infektatutako txakurren % 60a asintomatikoa dela kalkulatzen da (Amela et al., 2012)
eta, gaixotasunaren transmisioan duten paper aktiboa dela eta (Molina et al., 1994), funtsezkoa
da animalia hauetan egoera epidemiologikoa ezagutzea.

Orain arte, Euskal Herrian txakurren leishmaniasiari buruz egindako ikerketak urriak dira.
Euskadin, txakurren % 5 kutsatuta dago (Galvez et al., 2020), eta Nafarroan, aldiz,
prebalentzia % 6-18koa da (Diaz-Regafion et al., 2020; Galvez et al., 2020; Sesma eta
Barricarte, 1997). Proiektu honetan, diziplina anitzeko talde batek (farmazialariak, albaitariak,
biologoak, kimikariak...) gaitzaren alderdi hau jorratzen du.

Leishmaniasiaren aurkako tratamenduak egon arren, (van Griensven eta Diro, 2019; Mcgwire
eta Satoskar, 2014) hala nola, antimonial pentabalenteak, B anfoterizina, paromomizina eta
miltefosina, (Leishmaniasiaren kontrola: OMEko Adituen Batzordeak Leishmaniasiaren
Kontrolari buruz egindako bilera baten txostena, 2010) guztiek desabantaila ugari dituzte,
horien artean, kostu ekonomiko handia, toxikotasuna, administratzeko zailtasuna, erresistentzien
agerpena eta teratogenizitatea (Oliveira et al., 2011; Wortmann et al., 2010).

Horregatik, egungo erronketako bat da tratamendu aktibo, seguru eta eskuragarri berriak
aurkitzea da (Fernandez-Rubio et al., 2019; Vacas et al., 2020). Ikerketa-bide desberdinen
artean, nabarmentzekoak dira peptido antimikrobianoak (EI-Dirany et al., 2021, 2022; Mwangi
et al., 2019), pisu molekular txikiko oinarri peptidikoa duten molekulak eta organismo guztiek
sortuak (ugaztunak, ornodunak, ornogabeak, landareak, onddoak eta bakterioak) (Pasupuleti et
al., 2012). Sortzetiko immunitate-sistema modulatzeko gaitasuna dutela frogatu da, baita
patogenoen aurkako aktibitatea, toxikotasun baxua eta erresistentzien sorrera urria ere (Robles-
Loaiza et al., 2021).

Lan hau R38 peptido antimikrobiarraren eta R38-P konposatuaren aktibitate leishmanizidaren
azterketan oinarritu da. R38-P konposatua, R38 pisu molekular handiko proteina bakteriano
batekin elkartzearen emaitza da. Azken hori ibilgailu gisa erabiltzen da, R38ren ekintza-
lekurako garraioa errazteko.

2. Arloko egoera eta ikerketaren helburuak

Leishmaniasi kasuen kopuruak gora egin du azkeneko hamarkadan Europan, batez ere, Italia
eta Espainia bezalako herrialde endemikoetan. Zenbait adituk, leishmaniasia gaixotasun
emergentea konsideratzen dute (Herrador et al., 2015; Ready, 2010). Hori dela eta, ezinbestekoa
da haren bilakaera modu globalean aztertzea, eskuhartzen duten alderdi guztiak kontuan hartuz:
agente patogenoak, bektorea, ingurumena eta erreserborioak.

Era berean, OMEK egungo erronketako bat bezala ezarri du tratamendu berriak bilatzea eta
garatzea (Control de las leishmaniasis, 2010).

Lan honek behar horiei erantzun nahi die, honako helburu hauek planteatuz:
o Albaitariekin lankidetzan, Nafarroako txakurretan leishmaniasia ikertu.
e Foru erkidegoko txakurretatik Leishmania parasitoak isolatu eta identifikatu.

e Konposatu berrien jarduera leishmanizida aztertzea, R38 eta R38-P barne.
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3. Ikerketaren muina

3.1 Nafarroan diziplina anitzeko lantalde bat eratu.

Lehenik eta behin, Nafarroako Albaitarien Elkargo Ofizialarekin (COVETNA) batera
gaixotasunaren egoera Foru Erkidegoan aztertu zen, baita profesionalen beharrak eta hainbat
albaitaritza klinikarekin lantalde bat osatzeko aukera ere.

Gaixotasunarekin esperientzia duten kliniken lankidetza eskatu ondoren eta Nafarroako
zonalde guztiak biltzen saiatuz, bost kliniken kolaborazioa lortu zen.

3.2 Parasitoen isolatzea eta identifikazioa

Klinika batetik leishmaniasia zuen txakur baten gongoil linfatikoaren lagin bat jaso zen, eta
Schneider's Drosophila ingurunean erein zen, % 20ko HIFBSz (behi-serum fetal inaktibatua)
eta % 0,5eko penizilina-estreptomizinaz 10.000 U/ml (Gibco, AEB) osatua parasitoen
isolamendua eta hazkundea errazteko. Ondoren, DNA eskuratu zen Medina-Acostak (Medina-
Acosta eta Cross, 1993) deskribatutako metodoa jarraituz, ondoren, espeziea identifikatzeko.

Identifikazioa PCR (polimerasaren kate-erreakzioa) bidez egin zen. L. donovani konplexuko
CPB genea anplifikatzeko oligonukleotido espezifikoak hautatu ziren. Konplexu hau
Leishmania donovani (L. donovani) eta Leishmania infantum (L. infantum) espeziek osatzen
dute (azken hau gaixotasunaren erantzulea Espainian). PCR produktuak agarosa-geleko
elektroforesi bidez ikusi ziren. 1. irudian lortutako emaitzak erakusten dira.

1. Irudia: PCR bidezko CPB genearen anplifikazioa. M: 1kb plus Ladder markadorea. 1: L.
infantum kontrol positiboa. 2: L. donovani kontrol positiboa. 3: Leishmania guyanensis kontrol
negatiboa. 4: Lagina.

M 1 2 3 4

2000 pb
1650 pb

1000 pb
850 pb

650 pb

500 pb
400 pb

300 pb

Agarosa gela ikusi eta gero, laginak L. donovani konplexuko parasitoak zituela konfirmatu
zen. Isolatutako parasitoen espeziea L. infantum zela baieztatzeko, PCR produktuak digeritu
ziren DRAIII errestrikzio entzimarekin. Entzima honen diana L. donovani-ren CPB genean
soilik aurkitzen da, ondorioz, bi banda sortuz (2. Irudia).
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2. Irudia. PCR produktuen digestioa DRAIII errestrikzio entzimarekin. M: 1kb plus Ladder
markadorea. 1: L. donovani kontrol positiboa. 2: Lagina.

2000 bp
1650 bp

1000 bp
850 bp

650 bp

500 bp
400 bp

300 bp
200 bp

100 bp

Kontrol positibo gisa erabilitako L. donovani-ren digestioan 2 banda ikus daitezke, laginean
aldiz, soilik bat. Honela, laginaren PCR produktua digeritu ez zenez, laginean L. infantum
parasitoak zeudela egiaztatu zen.

3.3 Konposatu berrien jarduera leishmanizida L.major promastigoteen aurrean

R38 eta R38-P konposatuen ekintza leishmanizida aztertu zen. Horretarako, Leishmania
major (L. major) espezieko parasito promastigoteak erabili ziren (laborategietan asko erabiltzen
den espeziea). M199 (1x) ingurunean hazi ziren, HEPES (azido 2-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-
ilJetanosulfonikoa) 25 mM, sodio bikarbonatoa 20,8 mM (pH 6,80), % 10 HIFBS, % 4 HEPES 1
M (pH 7,40), adenina ( % 1 adenina 10 mM, HEPES 50 mM), % 0,5 penizilina-estreptomizina
10.000 U/ml (Gibco, AEB), % 0,25 hemina % 50 trietanolaminarekin (% 0,20), % 0,4 biopterina
0,25 mg/ml eta % 0,10 biotinaz (% 0,1 biotina eta % 95 etanola) osatua. Parasitoak 96
platertxoko plaketan erein ziren, gero eta konposatu-kontzentrazio handiagoarekin batera, 26°C-
tan, 48 orduz. R38 konposatuarekin bost kontzentrazio desberdin probatu ziren, 10, 15, 20, 30
eta 40 puM. R38-Parekin berriz, sei kontzentrazio erabili ziren, 2, 4 ,8 ,32 ,64 eta 128 pM.
Ondoren, MTT metodoarekin (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio bromuro),
konposatuen ECs, balioak zehaztu ziren (hazkundearen % 50 inhibitzen duen kontzentrazioa).

1. taulak R38 eta R38-P konposatuen MTT bidez lortutako ECs, balioak jasotzen ditu, L.
major promastigoteen aurrean.

1. Taula. R38 eta R38-P konposatuen ECsp, L. major promastigoteen aurrean

Konposatua ECso £ SD (UM)
R38 226+16
R38-P > 65

Emaitza horiek grafikoki irudikatu ziren dosi-erantzun kurba bat jarraituz (3. irudia).
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3. Irudia. Leishmania major espeziearen aurrean R38 eta R38-P konposatuen jardueraren dosi-erantzun
kurbak
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3.4 Konposatuen jarduera Leishmania major amastigoteen aurrean

Konposatuek amastigoteetan, hau da, parasitoen zelula barneko formetan, duten eragina ere
aztertu zen. Horretarako, makrofago peritonealak erabili ziren. Makrofagoak DMEM (Gibco,
AEB) ingurune osatuan erein ziren, parasitoekin batera, 1:20eko proportzioan (20 parasito
makrofago bakoitzeko), eta 24 orduz inkubatu ziren 37°C-tan. Makrofagoak infektatu ondoren,
hautatutako konposatuekin tratatu ziren (R38 eta R38-P) eta 37°C-tan eta % 5eko CO,-an
inkubatu ziren. R38 konposatuarekin bi kontzentrazio desberdin probatu ziren, 12,3 eta 4,65
MM. R38-Parekin berriz, 4 eta 16 pM. 24 orduko tratamenduaren ondoren, mikroskopio optiko
bidezko kontaketaren bidez (4.irudia), makrofagoen infekzioaren ehunekoa eta makrofago
bakoitzeko amastigoteen ratioa zehaztu ziren. 5. irudian, lortutako emaitzak agertzen dira.

4. Irudia. Mikroskopio optikoz hartutako irudia. Leishmania major amastigoteekin infektatutako
makrofagoak.
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5. Irudia. R38 eta R38-P konposatuen jarduera Leishmania major amastigoteetan. Infektatutako
makrofagoen ehunekoa eta makrofago bakoitzeko amastigoteen kopurua

Makrofagoen infekzioaren % Amastigote/Makrofago
120 12-

10+

8- T T

1004

60+

makrofago
Q

40-

20+

Infektatutako makrofagoen %
8
*
Amastigote/Infektatutako

2,3 uM 7
4,65 pM
4 ,J,M 7
16 uM
2,3 uM 1
4,65 uM
4 ul\/l E
16 ul\/l

Kontrol Neg. 1
Kontrol Neg. -

R38 R38 R38-P

A
&
@
4

R38 konposatuak nabarmen murriztu zuen infektatutako makrofagoen ehunekoa % 67tik
(kontrol negatiboa) % 48ra, 4,65 pMeko kontzentrazioan. 20 pM baino kontzentrazio
txikiagoetan, R38-Pk ez zuen jarduerarik izan amastigoteen aurrean.

4. Ondorioak

Lehenik eta behin, diziplina anitzeko lantalde bat eratu da diagnostikatutako leishmaniasi-
kasuak aztertzeko eta gaixotasunaren erantzule diren parasitoak isolatzen saiatzeko. Ondoren,
espeziea identifikatu eta ezaugarriak zehazteko.

Lankidetza horiei esker, Nafarroan Leishmania parasito autoktonoak isolatu dira lehen aldiz,
eta espeziea Leishmania infantum zela baieztatu zen.

Bestalde, R38 eta R38-P konposatu berrien jardueraren aurretiazko azterketak ondorioztatu
zuen R38 konposatuak jarduera leishmanizida duela, makrofagoen infekzioaren ehunekoa
nabarmen murriztuz. R38-P konposatuak, dirudienez, ez du emaitza sendorik 20 puM baino
kontzentrazio baxuagoetan. Aurretiazko azterketa izanik, honako hau konfirmatzeko,
kontzentrazio gehiago frogatzea beharrezkoa da.

5. Etorkizunerako planteatzen den norabidea
e Albaitariekin lankidetza mantendu.

o Nafarroatik datozen laginak isolatzen eta ezaugarritzen jarraitu, proiektua Euskal
Herriko zonalde gehiagotara zabaltzeko aukerarekin.

o Konposatuen jarduera terapeutikoaren azterketekin jarraitu.

o R38 eta R38-P konposatuen jarduera zehaztu lortutako laginaren (L. infantum) eta
beste Leishmania espezie batzuen aurrean.

e Konposatuen in vivo jarduera aztertu.
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