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RESUMEN 

La leishmaniosis canina (Lcan) causada por Leishmania infantum es 

una zoonosis de distribución mundial endémica en la cuenca mediterránea. 

Es transmitida a humanos y animales mediante la picadura de las hembras 

de flebotomos, siendo el perro tanto un hospedador natural como el 

principal reservorio. Las manifestaciones clínicas de la infección por L. 

infantum en el perro son muy variables, desde una infección subclínica 

crónica hasta una enfermedad grave, que puede ser fatal. Debido a su 

compleja patogénesis y al importante papel que juega la respuesta 

inmunitaria, tanto el diagnóstico como el tratamiento y prevención de esta 

enfermedad son un reto desde el punto de vista veterinario y de Salud 

Pública. 

El objetivo fundamental de esta Tesis Doctoral ha sido encontrar 

nuevas alternativas tanto diagnósticas como terapéuticas en la Lcan. En 

cuanto al diagnóstico se ha evaluado el uso de muestras obtenidas de forma 

menos invasiva y dolorosa, y mejor aceptadas por los perros y por ende por 

sus propietarios. Y con respecto al tratamiento, se han evaluado dos nuevas 

moléculas buscando que sea más económico, eficaz, bien tolerado y de fácil 

administración.  

Para ello se han realizado tres ensayos clínicos: los dos primeros con 

un modelo experimental canino y el tercero en perros con infección natural 

por L. infantum. Para los dos primeros ensayos se empleó el mismo modelo 

experimental canino, que consistió en ocho perras de raza Beagle infectadas 

experimentalmente con L. infantum, a razón de 5x107 promastigotes/ml por 

vía intravenosa.  

En el primer estudio se llevó a cabo el seguimiento del primer año post-

infección y se valoraron mensualmente parámetros clínicos, inmunológicos y 

xv
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parasitológicos, con el fin principal de determinar la presencia de L. infantum 

y comparar la carga parasitaria en diferentes muestras obtenidas tanto de 

manera invasiva (sangre y médula ósea) como no invasiva (orina, hisopos de 

conjuntiva, mucosa oral y vulvar). Mientras que la seroconversión ocurrió 

entre los 120 y los 180 días post-infección, coincidiendo con la aparición de 

los primeros signos clínicos, la PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR) 

detectó ADN de Leishmania en la médula ósea en seis perros el día 90 post-

infección, siendo éste además el tejido con mayor carga parasitaria durante 

todo el estudio. De entre las muestras no invasivas analizadas, los hisopos de 

mucosa vulvar presentaron la mayor carga parasitaria al final del año post-

infección, seguido por los hisopos orales, conjuntivales y la orina, en último 

lugar; confirmando por tanto, no solo la presencia de ADN de Leishmania en 

la mucosa vulvar, sino también su posible aplicación en el diagnóstico de la 

Lcan.  

El segundo ensayo fue diseñado para evaluar la eficacia clínica y 

leishmanicida así como la tolerancia de una formulación nueva de 

anfotericina B en estado poliagregado (FPA) en los ocho perros de raza 

Beagle del estudio anterior. El protocolo de administración consistió en tres 

dosis de 5 mg/kg en perfusión intravenosa lenta con un intervalo de dos 

semanas. Al inicio del tratamiento todos los perros mostraban signos clínicos 

de Lcan y fueron clasificados dentro de los estadios II y III de LeishVet. Todos 

los perros incluidos fueron estudiados mensualmente a lo largo de seis 

meses, realizándose siempre un examen físico completo, una toma de 

muestras para valorar alteraciones clínicopatológicas, realizar serología 

cuantitativa de anticuerpos anti-L. infantum y diagnóstico parasitológico. Las 

muestras recogidas fueron sangre, médula ósea y orina en las cuales se 

cuantificó la carga parasitaria los días 30 y 180 post-tratamiento. Para 

evaluar la tolerancia y propiedades farmacocinéticas del fármaco se 
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incluyeron además dos perras de raza Beagle sanas y libres de infección por 

L. infantum (confirmado por resultados negativos de PCR en médula ósea y 

serología). Ambos perros fueron tratados con una dosis de FPA siguiendo la 

misma pauta que en los ocho perros infectados experimentalmente. 

En el tercer ensayo se valoró la eficacia leishmanicida y tolerancia de 

un novedoso alquilfosfolípido, la oleilfosfocolina (OIPC), en una cohorte de 

ocho perros (dos machos y seis hembras) con infección natural por L. 

infantum y clínicamente enfermos (clasificados dentro de los estadios 

clínicos II y III de LeishVet). El tratamiento consistió en la administración oral 

de 4 mg/kg de OlPC durante 14 días consecutivos. Se valoró su eficacia 

clínica, la cinética de anticuerpos (IFI) y se realizó un examen parasitológico 

(citología y cultivo de médula ósea, PCR anidada (nPCR) y qPCR de sangre y 

médula ósea) en cuatro visitas, durante un periodo de seguimiento de 90 

días (antes del tratamiento y en los días 15, 30 y 90 post-tratamiento).   

En los dos últimos ensayos clínicos se evaluó la respuesta al 

tratamiento mediante el cálculo del porcentaje de reducción de la 

puntuación clínica (obtenida por categorización de los diferentes signos 

clínicos), la evolución de los análisis clínicos (hemograma, perfil hepato-

renal, proteinograma, urianálisis y ratio proteínas/creatinina en orina), de la 

serología y de los análisis parasitológicos. 

La mitad de los animales con leishmaniosis tratados con FPA 

experimentaron efectos adversos, ya descritos previamente en perros tras la 

administración de anfotericina B, como hipotensión, diarrea, pérdida de 

peso, astenia y dolor abdominal. No obstante, en los dos perros sanos, tras 

una única aplicación de FPA no se observaron efectos adversos. Tan solo se 

produjo una mejoría clínica en tres de los ocho perros tratados con FPA, 

observándose además un empeoramiento de la condición clínica, 
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especialmente con alteraciones cutáneas en la mitad de los perros al final del 

estudio. A pesar de la reducción del título de anticuerpos anti-Leishmania 

detectados a los seis meses post-tratamiento, tanto los cultivos como las 

citologías de médula ósea continuaron siendo positivos. De hecho, la qPCR 

continuó detectando ADN del parásito en las muestras de sangre, médula 

ósea y orina al final del estudio. Al igual que en el primer ensayo, la mayor 

carga parasitaria se detectó en médula ósea, y continuó siendo muy elevada 

a los seis meses post-tratamiento, lo que pone de manifiesto el bajo efecto 

leishmanicida de la FPA en este órgano de reserva, y el consiguiente riesgo 

de recidivas tempranas. No obstante, en sangre se redujo la carga parasitaria 

tras el tratamiento.  

A diferencia de lo descrito tras la terapia con FPA, la respuesta al 

tratamiento con OlPC fue muy rápida y favorable, como se reflejó en la 

reducción de la puntuación clínica en todos los animales y la ganancia de 

peso. Cabe destacar que dos de los ocho perros del estudio alcanzaron una 

remisión completa de los signos clínicos a los 90 días pos-tratamiento. Fue 

bien tolerada, de manera que ningún perro tratado presentó efectos 

adversos graves, observándose tan sólo trastornos digestivos leves y 

transitorios en tres perros (vómitos y/o diarrea). No se demostró una 

correlación positiva entre la mejoría clínica y el título de anticuerpos, pero sí 

se encontró una asociación entre la eficacia clínica y la reducción de la carga 

parasitaria en médula ósea. La sinergia existente entre la miltefosina, un 

alquilfosfolípido, y el alopurinol, justifica la realización de futuros estudios 

con la combinación de OlPC y alopurinol.   

A pesar de que ninguno de los tratamientos empleados logró un 

aclaramiento parasitológico total, la OlPC podría considerarse para futuros 

estudios de eficacia en el tratamiento de la Lcan, ya que mostró una buena 

eficacia clínica, efectos adversos leves y conlleva una administración oral fácil 
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y de bajo coste. Por el contrario, los resultados obtenidos tanto desde el 

punto de vista clínico como parasitológico, así como la baja tolerancia de la 

FPA al régimen y dosis empleado, no justifican, por el momento, su 

aplicación en la terapia de la Lcan. 
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SUMMARY  

Canine leishmaniosis (CanL) caused by the protozoan parasite 

Leishmania infantum is a zoonotic disease, endemic in many world regions 

including the Mediterranean basin. Disease is transmitted by the bite of the 

female sand fly and dogs are both its natural host and the major reservoir of 

infection for humans and other animals. Clinical manifestations of L. 

infantum infection in dogs are variable and range from chronic subclinical 

infection to severe, sometimes fatal, disease. Its complex pathogenesis make 

the diagnosis, treatment and prevention of this disease a definite challenge 

from both a veterinary and public health perspective. 

This thesis sought to find new diagnostic and therapeutic options for 

canine leishmaniosis. Non-invasive sampling techniques designed to reduce 

pain and thus be more readily accepted by dogs and owners were assessed, 

as were the efficacy and safety of two new molecules, as more cost-effective, 

easier to administer therapeutic agents. 

Three clinical trials were performed: two in an experimental model 

of infection in the dog and a final trial in dogs naturally infected with L. 

infantum. For the first two studies, we used the same model consisting of 

eight female Beagle dogs intravenously infected with 5 x 107 promastigotes 

of L. infantum per mL.  

In the first study, dogs were monitored monthly for one year after 

infection to assess clinical, immunological and parasite variables. We 

detected the presence of L. infantum in the animals and compared parasite 

loads in samples obtained both invasively (blood and bone marrow), and 

non-invasively (urine, conjunctival, oral and vulvar swabs). While 

seroconversion occurred from Days 120 to 180 post-infection, at which time 

the first clinical signs were observed, qPCR detected Leishmania DNA as early 
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as 90 days post-infection in the bone marrow of six dogs. In fact, this tissue 

showed the highest parasite load during the study period. Among the non-

invasive samples assessed, vulvar swabs showed the greater parasite loads at 

one year post-infection, followed by oral swabs, conjunctival swabs and 

urine. These results confirm the presence of Leishmania DNA in cells of the 

vulva and also suggest the possibility of including the use of vulvar swabs in 

the diagnosis of canine leishmaniosis.  

The second study was designed to assess the clinical and 

leishmanicidal efficacy, along with the safety of a new free polyaggregated 

amphotericin B (FPA) formulation in the same Beagles one year after their 

infection. The treatment regimen consisted of three 5 mg/kg doses slowly 

injected by intravenous infusion at two-week intervals. At treatment onset, 

all the dogs showed common clinical signs of canine leishmaniosis and were 

classified as clinical stage II and III (LeishVet). Dogs were assessed monthly 

during a follow-up period of six months, including a complete physical exam 

and sample collection to detect clinicopathological abnormalities and anti-L. 

infantum antibodies, conduct quantitative serological and parasitological 

tests. Parasite loads were quantified in the samples collected (blood, bone 

marrow and urine) on Days 30 and 180 post-treatment onset. Two healthy 

dogs testing negative for anti-Leishmania antibodies and qPCR on bone 

marrow were included in the study to examine the safety and 

pharmacokinetics of FPA. Both control animals were treated with a single 

dose of FPA following the protocol described above for the experimentally 

infected dogs. 

The aim of the final study was to evaluate the leishmanicidal efficacy 

and safety of a novel alkylphosphocholine agent, oleyl phosphocholine 

(OlPC), in a cohort of eight dogs (two male, six female) naturally infected 

with L. infantum and defined as clinically sick (Leishvet stages II and III). 
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Animals were treated orally with 4 mg/kg OlPC for 14 consecutive days. 

Clinical efficacy, antibody levels (IFAT) and parasitological status (through 

bone marrow cytology and culture, blood and bone marrow nested PCR and 

qPCR) were assessed at four time points during a follow-up period of 90 days 

(before treatment and at 15, 30 and 90 days post-treatment onset). 

In the last two clinical trials, the clinical response to treatment was 

assessed by monitoring over time percentage reductions in clinical scores 

(using a categorized scoring system of clinical signs) and laboratory (CBC, 

renal and hepatic profile, urinalysis and protein/creatinine ratio), serology 

and parasitological test results. 

Twenty four to forty eight hours after FPA administration, half of the 

dogs showed similar adverse effects to those described in dogs treated with 

amphotericin B including hypotension, diarrhoea, weight loss, asthenia and 

abdominal pain. However, no such effects were detected in the healthy 

control Beagles given a single FPA dose. Clinical improvement was observed 

only in three out of eight FPA-treated dogs.  By the end of the study period, 

the clinical condition of half the dogs had worsened especially in terms of 

skin lesions. Anti-Leishmania antibody titres had significantly diminished at 

the end of the study, although according to bone marrow cultures and 

smears, many of the dogs still tested positive for the parasite six months 

after treatment. In effect, qPCR on blood, bone marrow and urine samples 

revealed the presence of parasite DNA in all animals at the end of the study. 

As observed in the first study, bone marrow showed the greatest parasite 

burden, even at six months after treatment, indicating the poor 

leishmanicidal effect of FPA in this reservoir organ, which could lead to 

future relapse. In contrast, a leishmanicidal effect of FPA was detected in 

blood after treatment.  
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The other therapeutic agent assessed, OlPC, induced rapid and 

satisfactory clinical recovery in terms of clinical score reduction and weight 

gain. Of note, two out of eight dogs showed the complete absence of clinical 

signs at 90 days post-treatment onset. OlPC was well tolerated and no severe 

adverse events were noted in any of the treated dogs. Three dogs showed 

mild, transient digestive disorders (vomiting and/or diarrhoea). Although no 

correlation between antibody titre and clinical improvement was found, 

clinical efficacy was related to a reduced bone marrow parasite load. The 

synergy described between the alkylphospholipid miltefosine and allopurinol 

justifies future studies to assess OlPC plus allopurinol treatment. 

Although neither treatment induced parasitological cure, the use of 

OlPC as a new treatment option against canine leishmaniosis warrants 

further investigation given its clinical efficacy, mild side effects, oral 

administration route and affordable price. Based on the poor treatment 

outcomes observed for FPA, we would not recommend this drug for the 

elective treatment of canine leishmaniosis, at least at the dosing regimen 

tested here. 
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1. INTRODUCCIÓN 

La Lcan es una importante enfermedad zoonósica, tanto desde el 

punto de vista veterinario, como de salud pública. Esta enfermedad 

parasitaria está causada por protozoos del género Leishmania, cosmopolitas, 

que son transmitidos a los humanos y animales por insectos hematófagos, 

los flebotomos. La Lcan es endémica en más de 80 países en todo el mundo, 

estando presente en regiones del sur de Europa, África, Asia, Sudámerica y 

Centroamérica. Hoy en día, se acepta que L. infantum, el agente etiológico 

de la leishmaniosis visceral zoonósica en el Viejo Mundo, y L. chagasi, su 

homólogo en el Nuevo Mundo, son una misma especie. En la cuenca 

mediterránea L. infantum es responsable de la Lcan, donde el perro (Canis 

familiaris) es el principal reservorio para los humanos y otros animales. En el 

sur de Europa la seroprevalencia media en perros domésticos es del 25%.  

Menos de 50 de las cerca de 1.000 especies de flebotomos son 

vectores competentes de Leishmania en el mundo. Las hembras del género 

Phlebotomus en el Viejo Mundo, y del género Lutzomyia en el Nuevo Mundo, 

son los vectores competentes de Leishmania inoculando los promastigotes 

metacíclicos en la piel del hospedador. Los flebotomos son los únicos 

vectores demostrados de Leishmania, siendo necesarios para el desarrollo 

biológico de los amastigotes a promastigotes metacíclicos, que son la fase 

infectante. Además, algunos componentes de su saliva juegan un papel 

fundamental para que la infección se establezca con éxito.  

Existen otros modos de transmisión no vectoriales, aunque son 

menos habituales, como la transfusión de sangre procedente de donantes 

infectados y la transmisión vertical y venérea.  

La seroprevalencia de L. infantum en la población canina en España 

oscila entre el 3,7 y el 34,6%, observándose las mayores seroprevalencias en 
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el sur y este de España (costa Mediterránea), así como en la provincia de 

Orense. 

La Lcan es una enfermedad sistémica que puede afectar 

potencialmente a cualquier órgano, tejido o fluido biológico y presenta gran 

variedad de signos clínicos inespecíficos y niveles de gravedad, debido a la 

respuesta inmune individual del hospedador. En los perros, el periodo de 

incubación varía entre los 3 meses y varios años. La mayoría de los perros 

infectados con Leishmania no desarrollan signos clínicos ni alteraciones 

clínicopatológicas y se estima que en regiones endémicas aproximadamente 

el 90% infectados de los perros son capaces de desarrollar una respuesta 

inmunitaria adecuada y no desarrollan enfermedad a corto plazo, durante 

años o incluso a lo largo de su vida. 

Los signos clínicos observados con más frecuencia incluyen lesiones 

cutáneas, linfadenomegalia generalizada, pérdida de peso, atrofia muscular, 

apatía, esplenomegalia, poliuria y polidipsia, lesiones oculares, epístaxis, 

onicogriposis. Otros menos frecuentes incluyen alteraciones digestivas, 

neurológicas y cardiorrespiratorias.  

Se han utilizado numerosos modelos animales con el fin de estudiar 

la inmunopatología de la leishmaniosis visceral en humanos, así como para 

ensayos clínicos preliminares de nuevas moléculas terapéuticas y desarrollo 

de vacunas. Entre ellos destacan los ratones, cricetos, perros y primates.  

El diagnóstico de la Lcan es complicado, debido al amplio abanico de 

signos clínicos y de respuestas inmunitarias frente a la infección por L. 

infantum, así como a la baja sensibilidad de la detección del parásito por las 

técnicas diagnósticas convencionales. Por ello, es necesario el uso 

combinado de los datos clínicos y epidemiológicos, así como la aplicación de 
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varias pruebas diagnósticas específicas (moleculares y/o serológicas) con el 

fin de diferenciar la infección por Leishmania de la enfermedad. 

Se han utilizado numerosas muestras biológicas para detectar ADN 

de Leishmania mediante PCR, con diferentes grados de sensibilidad, como las 

muestras biológicas “clásicas” (sangre, médula ósea (MO), linfonódulo (LN), 

bazo y piel), y más recientemente muestras no invasivas (orina, hisopos 

conjuntivales, etc). No obstante, no existe aún un acuerdo sobre cuál debería 

ser la muestra de elección. La información proporcionada por la PCR no debe 

separarse de los datos clínicos, clinicopatológicos y las evaluaciones 

serológicas.  

El control de la leishmaniosis tiene como fin reducir la prevalencia de 

la enfermedad en el perro y en el ser humano. Las estrategias actuales se 

basan en un diagnóstico precoz, la lucha contra el vector, el desarrollo de 

nuevos fármacos leishmanicidas y  vacunas.  

A pesar de que diversos fármacos y pautas de dosificación se han 

utilizado con eficacia variable, los principios activos empleados en el 

tratamiento de la Lcan prácticamente son los mismos desde hace varias 

décadas. La mayoría consiguen mejorar el cuadro clínico tras el tratamiento 

y, en algunos casos, incluso inducen una remisión permanente de los signos 

clínicos, aunque no consiguen una curación parasitológica, siendo, por tanto, 

las recidivas frecuentes. Además, en muchos casos, conllevan asociada 

toxicidad. La finalidad del tratamiento de los perros con Lcan no es sólo 

incrementar su esperanza de vida y mejorar su calidad de vida, sino también 

disminuir la carga parasitaria, reduciendo de esta manera su poder 

infectante para los flebotomos. 
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El fármaco leishmanicida más ampliamente utilizado en el 

tratamiento de la Lcan es el antimoniato de n-metilglucamina, frente al cual 

están comenzando a aparecer resistencias. Su combinación con alopurinol, 

agente leishmaniostático, continúa siendo la combinación terapéutica más 

eficaz y se utiliza como primera línea terapéutica en numerosos países. El 

segundo principio activo leishmanicida de elección es la miltefosina, 

principalmente en perros con insuficiencia renal, y también más eficaz en 

combinación con el alopurinol. Otras drogas empleadas incluyen la 

anfotericina B, aminosidina, pentamidina, metronidazol, ketoconazol y 

fluoroquinolonas; sin embargo, los resultados observados de toxicidad de  

algunos y falta de eficacia de otros, hace que se consideren de segunda línea 

o que incluso no se recomienden para el tratamiento de rutina de la Lcan. 

Más recientemente, se ha demostrado que la administración de la 

domperidona en perros podría ser útil como inmunomodulador en el 

tratamiento de la Lcan, así como en la prevención de la infección en perros 

sanos y seronegativos. Otro tratamiento inmunoestimulante es la 

autovacuna, que presenta una buena tolerancia en el perro, pero que 

requiere de más estudios, ya que apenas existe material publicado al 

respecto.  

Por último, hay que destacar que el uso reiterado de los fármacos 

actuales en el tratamiento de la Lcan, puede llegar a crear resistencias, lo 

que conlleva una gran preocupación, especialmente en cuanto al control de 

esta zoonosis de importancia global. 

Por todo ello, existe una gran necesidad de encontrar principios 

activos eficaces frente a la Lcan, más fácil de administrar por parte de los 

propietarios, con menos efectos adversos y que evite la aparición de 

recidivas y resistencias.  
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El futuro de la terapia de esta enfermedad de carácter 

inmunomediado consiste en la aplicación conjunta de agentes leishmanicidas 

y leishmaniostáticos asociado a inmunomoduladores, con el fin de combatir 

el parásito y promover una respuesta inmunitaria adecuada.  

El uso de sustancias repelentes en el perro se ha convertido en la 

herramienta más importante para prevenir la infección por L. infantum. Los 

piretroides sintéticos son los productos más activos disponibles en la 

actualidad y se encuentran en diferentes presentaciones, como collares, 

pipetas spot-on y pulverizaciones. La vacunación se considera hoy en día una 

de las herramientas más prometedoras para el control de la Lcan. Aunque el 

principal objetivo de cualquier vacuna debería ser la estimulación de la 

inmunidad protectora de los linfocitos T, las vacunas disponibles hasta la 

fecha son eficaces en la prevención de la enfermedad clínica en lugar de 

evitar la infección por L. infantum en sí misma. En los últimos años se han 

registrado tres vacunas de segunda generación para la Lcan, dos de ellas en 

Brasil y una en Europa, con diferentes tasas de eficacia en la disminución de 

la incidencia de la enfermedad según los estudios publicados.  

La prevención y el control de la Lcan deben centrarse en reducir el 

riesgo de infección a nivel individual, y a nivel poblacional en reducir la 

prevalencia e incidencia de la infección. Esto supone un gran desafío debido 

a sus complejos mecanismos de transmisión, siendo una de las estrategias 

más eficaces la combinación de vacunas de nueva generación y repelentes, 

lo que reduciría el riesgo de transmisión al ser humano. 
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2. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

2.1. ETIOLOGÍA 

2.1.1. El parásito 

William Leishman y Charles Donovan identificaron por primera vez 

en 1903, de forma independiente pero simultánea, este parásito protista  en 

el bazo de enfermos hindúes con signos clínicos semejantes a los producidos 

por la malaria (Awasthi et al., 2004). Este nuevo agente se denominó 

Leishmania donovani, en honor a sus co-descubridores y a la enfermedad 

Kala-azar (del sánscrito: Kala “negra, impura” y azar “fiebre”) o leishmaniosis 

visceral (LV).  

Dentro del Reino Protista, el género Leishmania se encuentra 

incluido en la Clase Zoomastigophorea, correspondiente a los protozoos 

flagelados que carecen de actividad fotosintética. Su clasificación taxonómica 

se describe en la Tabla I.  

Tabla I. Clasificación taxonómica de Leishmania infantum (Cavalier-Smith, 1998). 

Reino Protista 

Filo Euglenozoa 

Subfilo Saccostoma 

Clase Kinetoplastea 

Orden Trypanosomatida 

Familia Trypanosomatidae 

Género Leishmania 

Especie L. infantum 
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Dentro del género Leishmania se describen dos subgéneros en 

función del lugar de reproducción en el tracto digestivo del vector (Lainson y 

Shaw, 1987): subgénero Leishmania, con multiplicación del intestino medio 

de los flagelados y presente tanto en el Viejo Mundo como en el Nuevo 

Mundo, y subgénero Viannia, con multiplicación en el intestino distal y 

restringida al Nuevo Mundo. En la Figura 1 se muestra un esquema con la 

taxonomía actualizada del género Leishmania. 

 

Figura 1. Clasificación del género Leishmania, basada en caracteres intrínsecos 
(isoenzimas) y taxonomía numérica (WHO, 2010). *Especies sometidas a 
reclasificación. L. chagasi en el Nuevo Mundo es sinónimo de L. infantum en el Viejo 
Mundo. 

La clasificación de las distintas especies del género Leishmania 

siempre ha sido muy compleja debido a que son morfológicamente 

indistinguibles. Se han empleado criterios circunstanciales como la geografía, 

la persona que la describe por primera vez, el cuadro clínico y otras 

características que han dado lugar a nomenclaturas confusas de las 23 

especies conocidas (Killick-Kendrick, 1990). Sin embargo, es esencial 

identificar y caracterizar las especies para poder conocer la patogenia y 

epidemiología y establecer el mejor diagnóstico, tratamiento y control. Los 

12



Revisión bibliográfica 

  
 

 
 

métodos de identificación empleados en la actualidad se basan en el estudio 

del fenotipo, como isoenzimas y anticuerpos monoclonales, y del genotipo, 

como el polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restricción (RFLP), 

la hibridación con sondas de ácidos nucleicos y las técnicas de amplificación 

de ADN, que estudian directamente el genoma, siendo por tanto más 

sensibles y específicas.  

La clasificación fenotípica basada en la electroforesis de isoenzimas 

del parásito se considera la técnica de identificación de referencia para la 

clasificación del género y la identificación a nivel específico e infraespecífico, 

desde un punto de vista taxonómico. Así, los parásitos de la misma especie 

que poseen idéntico patrón enzimático pertenecen al mismo zimodema 

(Hide et al., 2001), denominándose con el acrónimo “MON”. Su mayor 

limitación técnica reside en la necesidad de aislar parásitos en cultivo y el 

reducido número de centros que actualmente realizan la caracterización 

fenotípica (WHO, 2010).  

L. infantum incluye 31 zimodemas, siendo el zimodema MON-1 el 

responsable de la mayoría de las infecciones en el perro (Gállego et al., 

2001), considerado su principal reservorio, y del 90% de los casos de LV en 

humanos (WHO, 2010). La infección por Leishmania infantum se describió 

por primera vez en 1908 por Nicolle y Comte en Túnez, permitiendo expandir 

a partir de entonces el conocimiento de la Lcan (Solano-Gallego et al., 2009). 

Además, es el agente etiológico de la LV zoonósica y la leishmaniosis cutánea 

(LC), es la única especie de Leishmania spp. presente tanto en el Viejo como 

en el Nuevo Mundo, y es la principal especie implantada en Europa (WHO, 

2010). L. infantum se incluye dentro del complejo o grupo taxonómico L. 

donovani. L. donovani sensu stricto es el agente etiológico del Kala-azar en 

humanos en el subcontinente indio y el este de África y posee un ciclo de 

transmisión antropozoonósico, siendo los humanos el principal reservorio 
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(WHO, 2010). En el perro se ha confirmado la infección por L. donovani en 

áreas endémicas (Nawaratna et al., 2009; Sharma et al., 2009; Alam et al., 

2013). Se ha detectado la coinfección de L. donovani y L. infantum en un 

perro en Chipre, de forma que el movimiento de estos perros al resto de 

Europa donde se encuentran vectores de L. donovani, implica un riesgo de 

transmisión (Antoniou et al., 2008). No existe una distinción genética clara 

entre estas dos especies, lo que dificulta su identificación molecular en 

países donde coexisten ambas, como ocurre en la región oriental del 

Mediterráneo (El Baidouri et al., 2013). 

L. tropica es responsable de causar una forma cutánea de LC en 

humanos conocida como “botón de Oriente” o “botón de Alepo” y posee un 

ciclo de transmisión antroponótico, infectando los humanos a los 

flebotomos. En Europa está presente en las Islas Jónicas de Grecia y en Creta 

(WHO, 2010). Se han descrito casos esporádicos de LC en perros infectados 

por L. tropica (Mohebali et al., 2005; Ntais et al., 2013; Baneth et al., 2014), 

lo que conlleva un riesgo de transmisión a otras partes de Europa donde su 

vector (P. sergenti) está presente (Ready, 2010; Gaglio et al., 2014).  

L. major, causante de LC desde África occidental hasta Oriente Medio 

e India, posee un ciclo de transmisión zoonósico, siendo su principal 

reservorio los roedores (WHO, 2010). Sin embargo, también se ha aislado en 

perros en regiones endémicas (Pratlong et al., 2009). Recientemente se ha 

documentado por primera vez la infección por L. major y L. tropica en gatos 

de una región endémica de Turquía (Pasa et al., 2015).  

En Brasil, la forma  cutánea en el perro causada por L. braziliensis es 

una enfermedad común diagnosticada en perros que viven en zonas rurales, 

donde la LC en los humanos también es endémica, habiéndose documentado 
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casos de coinfecciones por L. infantum y L. braziliensis en perros (Madeira et 

al., 2006; Dantas-Torres et al., 2010). 

2.1.2. El vector 

Los flebotomos (Diptera: Psychodidae) son vectores de varios 

agentes infecciosos y parasitarios como Phlebovirus, Vesiculovirus, Bartonella 

bacilliformis y Leishmania spp. Las hembras son los únicos insectos capaces 

de trasmitir las especies del género Leishmania conocidas (Killick-Kendrick, 

1990). 

Taxonomía y distribución geográfica 

Se han identificado 98 especies de los géneros Phlebotomus y 

Lutzomyia como vectores confirmados o sospechosos de leishmaniosis 

canina y humana (Maroli et al., 2013). La Tabla II recoge su posición 

taxonómica.  

En Europa existen nueve especies de flebotomos autóctonos P. 

ariasi, P. perniciosus, P. perfiliewi, P. neglectus, P. tobbi, P. kandelaki, P. 

balcanicus, P. papatasi y P. sergenti, consideradas vectores demostrados o 

potenciales de L. infantum (Antoniou et al., 2013). Además, otras especies de 

estatus taxonómico cuestionable (P. similis, P. syriacus) o con posible 

capacidad vectorial pero no demostrada (P. mascitti) deberían ser 

estudiadas.  

En España hay dos especies involucradas en la transmisión de la 

enfermedad, P. ariasi y P. perniciosus, siendo esta última la más prevalente, 

debido a su abundancia y dispersión por la mayor parte de la geografía 

española (Martín-Sánchez et al., 1994; Gálvez et al., 2010a). P. perniciosus 

predomina en las zonas áridas o semiáridas de la Península Ibérica y P. ariasi 
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queda restringido a regiones húmedas y templadas y a cotas elevadas 

(Aransay et al., 2004; Gálvez et al., 2010a). 

Tabla II. Clasificación taxonómica de los flebotomos vectores de L. infantum en 
España, P. perniciosus y P. ariasi (Killick-Kendrick, 1999). 

Reino Animalia 

Filo Arthropoda 

Subfilo Mandibulata 

Clase Insecta 

Orden Diptera 

Suborden Nematocera 

Familia Psychodidae 

Subfamilia Phlebotominae 

Género Phlebotomus 

Especie P. perniciosus 
P. ariasi 

 

Existe un marcado estenoxenismo entre la especie del vector 

flebotomo y la especie de Leishmania que transmite basada en actividades 

enzimáticas específicas y ligandos presentes en el intestino del insecto que 

permiten únicamente a las especies específicas de Leishmania adherirse a su 

pared y replicarse sin ser excretadas del intestino con la sangre digerida (Volf 

et al., 2008). Infecciones experimentales han demostrado que tan sólo dos 

especies de flebotomos, P. papatasi y P. sergenti, son “vectores específicos”, 

es decir, únicamente permiten la maduración de una sola especie de 

Leishmania, la cual transmiten en la naturaleza (L. major y L. tropica, 

respectivamente), y son incapaces de que otras especies de Leishmania se 

desarrollen en su interior (Pimenta et al., 1994; Kamhawi et al., 2000; Jecna 
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et al., 2013). Sin embargo, la mayoría de las especies de flebotomos 

analizadas hasta el momento permiten que múltiples especies de Leishmania 

maduren en su intestino medio, denominándose por tanto “vectores 

permisivos” (Volf y Myskova, 2007). Esta amplia competencia vectorial es 

muy importante desde el punto de vista epidemiológico y debe tenerse en 

cuenta a la hora de estimar el riesgo de aparición de nuevos focos de 

leishmaniosis y la transmisión en zonas no endémicas. Un ejemplo es la 

introducción en América Latina de L. infantum procedente de la Península 

Ibérica hace 500 años, donde se adaptó a su vector local permisivo Lutzomya 

longipalpis (Lukes et al., 2007; Volf y Myskova, 2007). L. Longipalpis es un 

vector “muy permisivo”, puesto que puede ser infectado con diversas 

especies como L. major, L. mexicana, L. braziliensis, y también podría estar 

implicado en la transmisión de L. amanzonensis (Tolezano et al., 2007; Savani 

et al., 2009). 

En Australia, un mosquito ceratopogónido diurno del género 

Forcipomyia, subgénero Lasiohelea se ha descrito como vector de una 

especie de Leismania endémica en Australia (Dougall et al., 2011). Dicho 

mosquito podría ser el vector responsable de la infección presente en una 

población de canguros rojos en cautividad y otras especies de mamíferos 

salvajes pertenecientes a la familia Macropodidae (Rose et al., 2004; Dougall 

et al., 2009). 

La alimentación de los flebotomos, tanto machos como hembras, se 

basa en recursos naturales azucarados, procedentes de plantas e insectos 

que son su aporte energético. Tan sólo las hembras son hematófagas, 

obteniendo de la sangre las proteínas plasmáticas necesarias para desarrollar 

los huevos (Killick-Kendrick, 1999). Tras la ingesta de sangre, las hembras 

buscan microhábitat húmedos donde reposar unos días antes de localizar un 

lugar donde realizar la puesta (Miró y Molina, 2006). El periodo comprendido 
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entre una ingesta de sangre y la siguiente (ciclo gonotrófico) nunca es 

inferior a seis días, y la mayoría de los flebotomos son concordantes 

gonotróficos, es decir, efectúan una oviposición por ingesta de sangre. 

Las especies vectores de L. infantum en nuestro entorno son 

antropozoófilas, con una mayor preferencia por el ganado y por los perros 

que por los humanos (Miró y Molina, 2006). Estos insectos poseen 

fototropismo positivo (Killick-Kendrick, 1999; Sharma y Singh, 2008), lo que 

permite capturarlos fácilmente mediante trampas de luz. P. perniciosus es 

endofílico, entra en las habitaciones, pica, reposa un corto periodo de 

tiempo en ellas y regresa a sus refugios naturales. 

Los flebotomos están ampliamente influenciados por factores 

abióticos, existiendo una correlación positiva entre la densidad de insectos y 

la temperatura y una correlación negativa con la humedad relativa, hecho 

que determina su dinámica estacional (Tarallo et al., 2010; Dantas-Torres et 

al., 2014; Gaglio et al., 2014). Su rango de actividad se encuentra entre los 15 

y 28˚C, siendo favorable la ausencia de viento o lluvia (Killick-Kendrick, 1999). 

En nuestras latitudes son las larvas de cuarto estadio las que entran en 

letargo, coincidiendo con el comienzo de las estaciones más frías. La 

supervivencia del parásito durante el invierno se mantiene principalmente 

en perros infectados, ya que no se ha demostrado la transmisión 

transovárica de Leishmania en el vector (Bates, 2007).  

Mientras que la temperatura se considera un factor limitante para el 

establecimiento de grandes poblaciones de flebotomos en países de zonas 

frías (Maroli et al., 2013), la altitud no lo es tanto (Maroli et al., 1990; 

Dantas-Torres et al., 2014) y algunas especies, como P. mascittii, pueden 

establecerse en latitudes altas (Poeppl et al., 2013).  
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Los flebotomos son insectos holometábolos, con una fase de huevo, 

cuatro estadios larvarios terrestres con sus correspondientes mudas, una 

pupa sésil y una fase adulta. El ciclo completo, desde la ingesta de sangre del 

flebotomo hasta la aparición de los primeros adultos, transcurre en unas seis 

semanas (Munstermann, 2005). En regiones de clima templado se han 

descrito la presencia de al menos dos ciclos biológicos completos por 

temporada (Gaglio et al., 2014). Las hembras grávidas son atraídas a lugares 

con sustratos húmedos para realizar la oviposición, ya que los huevos son 

muy sensibles a la desecación (Munstermann, 2005). Ésta se realiza en 

lugares arenosos, en penumbra, con humedad relativa alta, temperatura 

constante y con abundante materia orgánica que servirá de alimento para las 

futuras larvas (Sharma y Singh, 2008). Cada puesta consta de un promedio de 

20-50 huevos, de aspecto fusiforme, con ambos extremos redondeados y 

una superficie ornamentada con crestas y entrantes que configuran patrones 

taxonómicos de gran valor (Munstermann, 2005). 

Las larvas son lucífugas y soportan mejor la desecación que los 

huevos, debido a la presencia de una gruesa cutícula esclerotizada y se 

alimentan de desechos orgánicos (Sharma y Singh, 2008). El hábitat terrestre 

de las larvas hace que se hayan identificado una gran variedad de biotopos 

como madrigueras, grietas de muros, establos, corrales, jardines, sótanos, 

zanjas, alcantarillas, hendiduras del terreno, ruinas, minas y vertederos (Miró 

y Molina, 2006). 

La pupa es sésil, y se fija verticalmente por su extremo abdominal a 

la superficie del sustrato mediante los restos del tegumento del último 

estadio larvario (Munstermann, 2005). Son más resistentes a la desecación 

que las larvas. 
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El flebotomo adulto posee una serie de rasgos morfológicos 

característicos, como ser de pequeño tamaño (2-3 mm), color amarillento, 

una densa pilosidad que recubre todo su cuerpo de aspecto giboso, incluso 

patas, alas y antenas. Poseen unas patas largas y alas de aspecto lanceolado, 

que se insertan en el cuerpo con un ángulo de 45-60˚ con respecto al eje 

longitudinal (Munstermann, 2005; Miró y Molina, 2006) (Fig. 2). Tienen una 

probóscide corta y un aparato bucal picador-chupador con las piezas bucales 

completas sólo en las hembras.  

 

Figura 2. Características externas de una hembra de flebotomo alimentada repleta 
de huevos (vista lateral).  

El aparato genital de los machos (externo e interno) y de las hembras 

(interno) tiene una gran importancia taxonómica. Las hembras tienen un 

abdomen cilíndrico y grueso que contiene los conductos genitales internos y 

las espermatecas, con grandes variaciones en el tamaño y en la forma entre 

especies y subespecies. Los machos tienen un aparato genital externo con 

simetría bilateral y una potente armadura genital que le permite anclarse a la 

hembra durante la fecundación (Sharma y Singh, 2008). Realizan un vuelo 

silencioso, desplazándose a modo de pequeños saltos y no suelen recorrer 

distancias   superiores   a   los   200-400   metros,   no   obstante,   se   han 
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documentado distancias máximas de 2200 metros (Killick-Kendrick et al., 

1984; Munstermann, 2005). La escasa movilidad de estos vectores explica la 

existencia de zonas de alta prevalencia rodeadas de otras con un número 

muy inferior de casos, determinando la aparición de focos endémicos 

aislados (Ashford, 2000). 

La actividad de los flebotomos adultos es crepuscular, comienza con 

la puesta del sol, prolongándose durante las primeras horas de la noche, 

desde el principio de la primavera hasta el final del otoño en la cuenca 

mediterránea (Mayo-Octubre) y durante todo el año en Sudamérica (Killick-

Kendrick, 1999; Lucientes et al., 2005; Sharma y Singh, 2008). Las dos 

especies vectores de L. infantum en la Península Ibérica (P. perniciosus y P. 

ariasi), son activas principalmente en los meses de mayo a octubre (Miró y 

Molina, 2006; Aránguez et al., 2014), excepto en el sur, donde su actividad se 

extiende de marzo a diciembre (Martínez-Ortega, 1986). En otras zonas 

hiperendémicas, como en el sur de Italia, los periodos de actividad de los 

flebotomos coinciden con los de la Península Ibérica, recogiéndose la mayor 

parte de P. perniciosus en Julio y Agosto, los meses con mayor temperatura 

media y humedad relativa baja (Otranto et al., 2013). 

La estimación de la abundancia relativa de flebotomos en un área no 

es fácil, ya que las fases inmaduras (larvas y pupas) son difíciles de encontrar 

y, por tanto, los métodos de recolección normalmente detectan los adultos, 

(Sangiorgi et al., 2012; Casanova et al., 2013; Vivero et al., 2015). 
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El número de P. perniciosus capturados 50 cm por encima del suelo 

es 3,6 veces mayor que a 150 cm, lo que sugiere que esta especie posee un 

patrón de vuelo bajo. La altura a la que se colocan las trampas de luz (Fig. 3) 

debe tenerse en cuenta, ya que normalmente se sitúan a unos 100-150 cm 

del suelo, lo que conlleva amplias variaciones en el número y especies de 

flebotomos capturados (Gaglio et al., 2014). 

 

Figura 3. Trampa de luz colocada en una perrera.  

En cuanto a la influencia de la fase lunar sobre la actividad de los 

flebotomos, se han capturado mayor número de P. perniciosus y S. minuta 

en Italia, y de L. longipalpis en Colombia, durante las noches de luna llena 

(Morrison et al., 1995; Gaglio et al., 2014). En cambio, en Kenia no se han 

observado diferencias en las capturas de Phlebotomus spp. y Sergentomyia 

spp. en las distintas fases lunares. Debe tenerse en cuenta que la 

luminosidad excesiva puede perjudicar la eficiencia de las trampas de luz, por 

lo que deben situarse en lugares apropiados (Gaglio et al., 2014). 
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Los flebotomos se distribuyen tanto en zonas urbanas (Tarallo et al., 

2010; Gaglio et al., 2014) como rurales (Dantas-Torres et al., 2014), y aunque 

se asocian a ambientes naturales, como cuevas y bosques, algunas especies, 

como P. papatasi y P. sergenti, se han adaptado a los ambientes modificados 

por los humanos, donde encuentran áreas de descanso y de cría y fuentes de 

alimentación, lo que incrementa el riesgo de transmisión de la infección por 

Leishmania a las personas y animales domésticos (Dantas-Torres et al., 

2014). De hecho se ha encontrado una mayor densidad de especies de 

flebotomos vectores de L. infantum (P. perfiliewi, P. pernciousus y P. 

neglectus) en ambientes peridomésticos que en zonas boscosas, donde la 

presencia de fauna salvaje es intermitente. En cambio, las poblaciones 

rurales proporcionan un hábitat apropiado y fuentes de alimentación 

permanentes para las fases inmaduras y adultas (garajes de casas, establos, 

etc.) (Dantas-Torres et al., 2014) (Figs. 4a y 4b). 

 

Figuras 4a y 4b. Lugares típicos donde se desarrollan y alimentan los flebotomos. 

2.1.3. Ciclo biológico de Leishmania infantum 

El ciclo biológico de Leishmania es asexual y heteroxeno, es decir, 

tiene lugar en dos hospedadores diferentes, uno intermedio que actúa como 

vector, y un hospedador definitivo (Fig.5). Se trata de un ciclo de vida 

digenético, con una forma de promastigote móvil y flagelada, localizada en el 
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tubo digestivo del hospedador invertebrado (Killick-Kendrick, 1990) y una 

forma inmóvil y aflagelar o amastigote, que afecta al hospedador vertebrado, 

localizándose principalmente en los macrófagos. 

 
Figura 5. Ciclo biológico de Leishmania infantum y sus diferentes vías de transmisión. 
Fuente: Solano-Gallego et al., 2011. 

Cuando la hembra de flebotomo infectada regurgita sangre en un 

hospedador vertebrado inocula junto con su saliva los promastigotes 

metacíclicos presentes en su proboscis. Una vez en los capilares cutáneos del 

punto de inoculación del vertebrado, los parásitos son fagocitados por los 

macrófagos, quedando incluidos en una vacuola parasitófora con el fin de 

eliminarlos mediante la síntesis y liberación de diversas moléculas, 

destacando el papel leishmanicida del óxido nítrico (NO) (Holzmuller et al., 

2006). En ella los parásitos evaden las reacciones inmunológicas inespecíficas 

del macrófago y 12-24 horas tras la inoculación se transforman en 

amastigotes, (Sharma y Singh, 2008), los cuales se multiplican por sucesivas 

fisiones binarias (Antoine et al., 1990). Tras la multiplicación dentro de los 

macrófagos infectados, estos se lisarán y permitirán la liberación del parásito 

Ciclo biológico clásico de Leishmania infantum
1a Promastigote
1b Amastigote
1c Diseminación de los parásitos dentro de macrófagos 
hacia diferentes órganos 

Otras formas de transmisión poco frecuentes
2a Vertical
2b Transfusión de sangre
2c Transmisión venérea
Otras (no probadas): de perro a perro (mordeduras, heridas)
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en forma de amastigotes, pudiendo ser fagocitados por macrófagos o 

neutrófilos próximos y favorecer, por tanto, la diseminación del parásito y 

alcanzar diversos órganos del sistemia linfohematopoyético, como MO,  LN, 

bazo e hígado, entre otros. 

La progresión de la enfermedad dependerá de la virulencia del 

parásito, de la dosis infectante inoculada por el vector y de condiciones del 

hospedador infectado (eficacia de la respuesta inmune, condiciones 

socioeconómicas y predisposición genética) (Alvar et al., 2004; Reithinger et 

al., 2007). Las células parasitadas circulantes pueden ser ingurgitadas por 

otros flebotomos, en cuyo aparato digestivo los amastigotes se liberan de las 

células en las que se encontraban alojados, y desarrollan un flagelo para 

transformarse en promastigotes procíclicos, tras 24-48 horas. Estos se 

multiplican por fisión binaria longitudinal, alcanzando tras varios días la 

capacidad infectante (promastigotes metacícliclos), proceso denominado 

metaciclogénesis. En este momento, los parásitos se encuentran en la 

probóscide de la hembra de flebotomo infectante, pudiendo ser inoculados a 

un nuevo hospedador vertebrado, cerrándose así el ciclo biológico del 

parásito (Molyneux, 1987). 

Para asegurar la transmisión, el parásito ha desarrollado una serie de 

mecanismos capaces de alterar el comportamiento del vector (Rogers y 

Bates, 2007), de manera que el vector infectado con promastigotes 

metacíclicos (fase infectante) ingiere sangre un mayor número de veces y 

durante más tiempo, optimizando así la transmisión.  
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2.2. EPIDEMIOLOGÍA 

2.2.1. Importancia mundial de la leishmaniosis  

La leishmaniosis engloba a un grupo de enfermedades causadas por 

más de 20 especies y subespecies de protozoos flagelados pertenecientes al 

género Leishmania, que afectan tanto al ser humano como a otros 

vertebrados. Es una zoonosis de importancia mundial en salud pública y 

actualmente constituye la tercera enfermedad humana más importante de 

las transmitidas por vectores, tras la malaria y la filariosis, y la novena 

enfermedad infecciosa más grave a nivel mundial (Alvar et al., 2006). 

De entre las 15 especies de Leishmania con reservorios conocidos 

que afectan a los humanos, 13 son zoonósicas (WHO, 2010). 

Según la Organización Mundial de la Salud (WHO, 2010) la 

leishmaniosis es endémica en 98 países, la mayoría de ellos en vías de 

desarrollo, y se estima que 350 millones de personas están en riesgo de 

contraerla. La incidencia mundial anual se calcula en 2 millones de casos, de 

los cuales 500.000 corresponden a LV y 1,5 millones a LC, aumentando la 

incidencia en áreas urbanas y periurbanas de los trópicos (Dye, 1996). Se 

estima que la LV causa unas 50.000 muertes anuales (WHO, 2010); no 

obstante, la información epidemiológica sobre esta enfermedad es limitada 

ya que muchos de los casos no son notificados. Más del 90% de los casos de 

LV se concentran en seis países: India, Bangladesh, Sudán, Sudán del Sur, 

Etiopía y Brasil (Alvar et al., 2012). 

En humanos la leishmaniosis presenta diferentes formas clínicas, que 

se resumen en la Tabla III. 
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Tabla III. Especies de Leishmania causantes de leishmaniosis humana. 

1, clasificación de la especie en discusión; 2, clasificación taxonómica en discusión; LV, 
Leishmaniosis Visceral; LC, Leishmaniosis cutánea; LDPK, Leishmaniosis Dérmica 
post-Kala Azar; LM, Leishmaniosis de las Mucosas; LCD, Leishmaniosis Cutánea 

Leishmania spp. del 
Viejo Mundo 

Manifestaciones 
clínicas 

Ciclo de 
transmisión 

Distribución geográfica 
principal 

Principal 
reservorio 

L. (Leishmania) 
infantum 

LV, LC Zoonósico Cuenca mediterránea, 
Oriente Medio, Asia, norte 
y oeste de África. 

Perro 

L. (Leishmania) 
donovani 

LV, LC, LDPK Antroponótico África, Asia central y 
sudeste de Asia. 

Humanos 

L. (Leishmania) major LC, LM Zoonósico Norte y Este de África, 
Asia central, Oriente 
medio 

Roedores 

L. (Leishmania) tropica LC, LM Antroponótico Asia Central, sudeste de 
Asia, Oriente Medio, Norte 
de África 

Desconocido 

L. (Leishmania) killicki1 LC Zoonósico Algeria, Libya, Túnez Desconocido 
L. (Leishmania) 
aethiopica 

LC, LCD, LM Zoonósico Etiopía, Kenia Roedores 

Leishmania spp del 
Nuevo Mundo 

    

L. (Leishmania) 
infantum 

LV,LC Zoonósico América del Sur y Central Perro 

L. (Leishmania) 
amazonensis 

LC, LCD Zoonósico Brasil, cuenca del 
Amazonas 

Roedores 

L. (Leishmania) 
mexicana 

LC, LMC Zoonósico América Central, Texas Roedores 

L. (Leishmania) 
pifanoi

1
 

LC, LCD Zoonósico Venezuela Desconocido 

L. (Leishmania) 
venezuelensis 

LC, LCD Zoonósico Venezuela Desconocido 

L. (Leishmania) 
garnhami 

LC Zoonósico Costa Rica, Venezuela Desconocido 

L. (Viannia) braziliensis LC, LMC Zoonósico América del Sur y Central Perro 
L. (Viannia) 
panamensis 

LC, LMC Zoonósico América del Sur y Central Perezoso 

L. (Viannia) 
guayanensis 

LC, LMC Zoonósico América del Sur Perezoso 

L. (Viannia) lainsoni LC Zoonósico América del Sur Roedores 
L. (Viannia) 
colombiensis2 

LC Zoonósico Colombia, Panamá, 
Venezuela 

Desconocido 

L. (Viannia) peruviana LC, LMC Zoonósico Perú Perro 
L. (Viannia) shawi LC Zoonósico Brasil Mamíferos 

arborícolas 
L. (Viannia) naïffi LC Zoonósico Brasil, Guayana francesa Armadillo 
L. (Viannia) lindenbergi LC Zoonósico Brasil Desconocido 
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Difusa. Información extraída de: Gramiccia y Gradoni, 2005; Chappuis et al., 2007; 
Reithinger et al., 2007; WHO, 2010; Cantacessi et al., 2015. 

La leishmaniosis se enmarca dentro del grupo de enfermedades 

tropicales desatendidas (NTDs: neglected tropical diseases), debido a su 

asociación con la pobreza y a la escasez de recursos disponibles para su 

control, diagnóstico y tratamiento. Factores como la malnutrición, la mala 

condición de las viviendas, la falta de higiene, la inmunodepresión, la 

coinfección con VIH y la falta de atención sanitaria predisponen a padecer 

esta enfermedad en países en vías de desarrollo. Además, la industria 

farmacéutica no ha logrado desarrollar nuevos fármacos eficaces 

incrementando la dificultad en el control de esta enfermedad (Desjeux, 

2004; Dujardin et al., 2008).  

La LV antroponótica (L. donovani y L. tropica), en la cual el ser 

humano actúa como reservorio de la enfermedad, es de especial 

importancia, ya que causa epidemias frecuentes y mortales, 

fundamentalmente en regiones del Sudeste Asiático y en el este de África 

(p.e. Sudán) (Desjeux, 2004; Alvar et al., 2012). Brasil posee la mayor tasa de 

incidencia de LV zoonósica (L. chagasi) del mundo, con alrededor de 3000 

casos anuales (Andrade et al., 2011).  

En Europa la leishmaniosis, causada por L. infantum, es una zoonosis 

emergente, apareciendo 700 nuevos casos anuales (Hotez y Gurwith, 2011). 

En la cuenca mediterránea están presentes cuatro especies: L. infantum, la 

más frecuente, causante de LV y LC; L. major, presente en el Norte de África 

y Oriente Medio, causante de LC; L. tropica, en Grecia, Turquía, Oriente 

Próximo y el Norte de África, origina LC; y L. donovani, hallada recientemente 

en Chipre, origina tanto LV como LC (Alvar et al., 2004; Antoniou et al., 

2013). Estas especies son capaces de propagarse a nuevas áreas geográficas 

donde encuentren vectores flebotomos adecuados en número suficiente y 

28



Revisión bibliográfica 

  
 

 
 

bajo condiciones ecológicas favorables (Ready, 2010). El riesgo de 

propagación es mayor cuando están implicadas especies antroponóticas, (L. 

tropica y L. donovani) ya que el ser humano, necesario para completar el 

ciclo biológico, es el hospedador que actúa como reservorio (Antoniou et al., 

2013). 

En Europa la leishmaniosis, causada por L. infantum, es una zoonosis 

emergente, apareciendo 700 nuevos casos anuales (Hotez y Gurwith, 2011). 

En la cuenca mediterránea están presentes cuatro especies: L. infantum, la 

más frecuente, causante de LV y LC; L. major, presente en el Norte de África 

y Oriente Medio, causante de LC; L. tropica, en Grecia, Turquía, Oriente 

Próximo y el Norte de África, origina LC; y L. donovani, hallada recientemente 

en Chipre, origina tanto LV como LC (Alvar et al., 2004; Antoniou et al., 

2013). Estas especies son capaces de propagarse a nuevas áreas geográficas 

donde encuentren vectores flebotomos adecuados en número suficiente y 

bajo condiciones ecológicas favorables (Ready, 2010). El riesgo de 

propagación es mayor cuando están implicadas especies antroponóticas, (L. 

tropica y L. donovani) ya que el ser humano, necesario para completar el 

ciclo biológico, es el hospedador que actúa como reservorio (Antoniou et al., 

2013.

2.2.2. Distribución geográfica de la leishmaniosis canina en Europa 

La infección por L. infantum en perros es endémica en más de 70 

países del mundo (Solano-Gallego et al., 2011), pero se desconoce la 

prevalencia global en perros domésticos (Gradoni, 2015). Las 947 encuestas 

llevadas a cabo tan sólo en el sur de Europa, incluyendo 500.000 perros, 

muestran una seroprevalencia media del 10% (Franco et al., 2011), 

alcanzando el 30% en base a Italia, Francia, España y Portugal, donde al 
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menos 2,5 millones (de 15 millones) de perros están infectados (Moreno y 

Alvar, 2002).  

La Lcan es endémica en todos los países de la cuenca mediterránea, 

incluyendo Portugal, España, Francia, Italia, Grecia, Croacia, Albania, Malta, 

Chipre y Turquía (Fig. 6) (Dujardin et al., 2008; Schallig et al., 2013). Cambios 

socioeconómicos y climáticos están facilitando su expansión a nuevas 

localizaciones en Europa, principalmente hacia el norte, ya sea por la 

contigüidad territorial, a menudo asociada al calentamiento global que 

favorece la transmisión vectorial, o bien por la importación de perros 

infectados (Maia y Cardoso, 2015). En estos países la Lcan es una 

enfermedad vectorial emergente (Dantas-Torres et al., 2012; Ready et al., 

2014). En los últimos años, se han descrito unos 700 casos importados de 

Lcan en países de Europa considerados tradicionalmente no endémicos, al 

norte de regiones con Lcan (Antoniou et al., 2013). En ausencia de medidas 

profilácticas, la introducción de perros infectados en áreas previamente 

libres de Lcan y con un vector competente puede resultar en el 

establecimiento persistente de L. infantum  (Maia y Cardoso, 2015). 

Esta especie en los últimos años ya ha alcanzando los Alpes en el 

norte de Italia (Maroli et al., 2008), los Pirineos en Francia (Chamaillé et al., 

2010) y el norte de España (Miró et al., 2012). Además, se han descrito casos 

clínicos importados en países no endémicos, como Reino Unido (Shaw et al., 

2009), Alemania (Naucke et al., 2008; Menn et al., 2010), Austria (Leschnik et 

al., 2008), Bulgaria (Harizanov et al., 2013) y Serbia (Savić et al., 2014), 

considerándose casos autóctonos de Lcan los recientemente descritos en 

Alemania (Mencke, 2011), Hungría (Tánczos et al., 2012) y Finlandia 

(Karkamo et al., 2014).  
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Figura 6. Distribución de la infección por L. infantum en el perro en Europa. Fuente: 
Solano-Gallego et al., 2011. 

En la cuenca mediterránea, la enfermedad se distribuye en focos 

endémicos con una prevalencia de infección muy variable entre focos 

hipoendémicos e hiperendémicos (Pennisi, 2015).  

Desde mediados de los años 80, diversos estudios epidemiológicos 

en la población canina en España muestran un amplio rango de 

seroprevalencias, desde 0% en Asturias y Vizcaya (Miró et al., 2012; Miró et 

al., 2013) hasta 65% en Barcelona (Solano-Gallego et al., 2006) lo que pone 

de manifiesto su distribución parcheada (Fig. 7). Las diferencias halladas 

entre las diferentes comunidades autónomas pueden deberse al tamaño de 

la muestra y las técnicas serológicas empleadas. Los casos detectados en las 

Áreas no endémicas
Países o áreas donde los casos no son autóctonos (perros 
importados o que han viajado de zonas endémicas)

Áreas potenciales
Presencia esperada de vectores conocidos y casos clínicos

Casos autóctonos
Casos aislados que nunca han viajado a áreas endémicas 
(transmisión vectorial/no vectorial?)

Focos autóctonos
(perreras con transmisión vectorial/no vectorial?)
(publicados o conocidos por los autores)

Áreas endémicas
Áreas con múltiples casos (vectores abundantes y activos)
La prevalencia y distribución de la enfermedad no son 
uniformes y dependen en gran medida de microclimas y 
microhábitats

Falta información detallada

El límite norte de áreas endémicas no está bien 
definido y se ha estimado a partir de literatura 
científica e información no publicada

ChipreIslas Canarias
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islas Canarias procedían de la Península o habían viajado a zonas endémicas 

(Pou-Barreto et al., 2013). 

 
Figura 7. Mapa de seroprevalencia de Lcan por provincias en España.           
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Tabla IV. Tabla de seroprevalencias en España por provincias.  

PROVINCIA TÉCNICA SEROPREVALENCIA 
(%) 

RANGO DE 
SEROPREVALENCIAS 

(%) 
REFERENCIA 

Álava IFI 3,3 3,3 (Sáez de Santamaría et al., 
1997)  

Albacete IFI-ELISA 8,3 8,3 (Benito y Alvar, 1989)  
Alicante ELISA 22 22 (Alonso et al., 2010)  
Almería IFI 4,5 4,5 (Sanchís-Marín et al., 1997)  

Asturias 
IFI 4,7 

0-4,7 
(Miró et al., 2012)  

Test rápido 0  (Miró et al., 2013) 
Badajoz ELISA 7 7 (Rosado et al., 1997)  

Barcelona 
IFI 14,5 

14,5-16,7 
(Botet et al., 1987)  

IFI 16,7 (Corachán et al., 1987)  
Bizcaia IFI 0 0 (Miró et al., 2012)  
Cádiz IFI 31,6 31,6 (Morales-Yuste et al., 2011)  

Cáceres 
IFI 15 

14-34,2 
(Encinas Grandes et al., 1988a)  

IFI 14 (Nieto et al., 1992)  
ELISA 34,2 (Rosado et al., 1995)  

Cantabria IFI 2 2 (Miró et al., 2012)  
Castellón IFI 5,1 5,1 (Arnedo et al., 1994)  

Ciudad Real IFI 6,7 6,7 (Benito y Alvar, 1989)  
Córdoba IFI, ELISA 23,7 23,7 (Martínez-Cruz et al., 1990)  

Granada 
IFI 19,3 

5,3-19,3 

(Reyes et al., 1989)  
IFI 5,3 (Acedo Sánchez et al., 1996)  
IFI 16,1 (Acedo-Sánchez et al., 1998)  
IFI 13 (Martín-Sánchez et al., 2009)  

Guadalajara IFI, ELISA 5,8 5,8 (Benito y Alvar, 1989)  

Ibiza IFI, ELISA,test 
rápido 44 44 (Alcover et al., 2013)  

Huelva IFI 6,7 6,7 (Lepe et al., 2000)  
Jaén IFI 16 16  (Corachán et al., 1987) 

Madrid 

IFI 5,2 

4,7-11,3 

(Amela et al., 1995)  
IFI 4,7 (Castañeda et al., 1999)  
IFI 11,3 (Castañeda et al., 2000)  
IFI 8,6  (García-Nieto et al., 2002) 
IFI 7,8 (Miró et al., 2007)  
IFI 8,1 (Gálvez et al., 2010)  

Málaga IFI 34,6 34,6  (Morillas et al., 1996) 

Mallorca 

ELISA 26 

26-38,3 

(Solano-Gallego et al., 2001a) 
ELISA 29,3 (Solano-Gallego et al., 2006) 

IFI, ELISA 35,2-38,35 (Pujol et al., 2007) 
Western Blot 37,5 (Cabezón et al., 2010) 

Menorca 
IFI, ELISA, 

test rápido 
Western Blot 

24-31 24-31 (Alcover et al., 2013)  

33



Revisión bibliográfica 

 

Cont. Tabla IV. Tabla de seroprevalencias en España por provincias.  

PROVINCIA TÉCNICA SEROPREVALENCIA 
(%) 

RANGO DE 
SEROPREVALENCIAS 

(%) 
REFERENCIA 

Orense 
IFI 3,7 

3,7-35,6 
 (Amusategui et al., 2004) 

IFI 35,6  (Miró et al., 2012) 
Salamanca IFI 7 7 (Encinas Grandes et al., 1988b)  

Tarragona 
IFI 15 

2-15 
 (Fisa et al., 1991) 

IFI, ELISA 10,2 (Fisa et al., 1999)   
IFI 2 (Portús et al., 1987)  

Toledo IFI 8,7 8,7  (Benito y Alvar, 1989) 
Valladolid Test rápido 5,3 5,3 (Couto et al., 2010)  
Zaragoza IFI 8,5 8,5  (Castillo et al., 1985) 

Los estudios de prevalencia llevados a cabo en otros países arrojan 

valores de 5-40,3% en Brasil (Dantas-Torres et al., 2006; Michalsky et al., 

2007; Coura-Vital et al., 2014); 33,6% en Colombia por PCR (Paternina Gómez 

et al., 2013); 15,4% en Irán (Mahshid et al., 2014); 1,9% por DAT y 1% por 

PCR en Angola (Vilhena et al., 2014); y 26,7% en Túnez (Zoghlami et al., 

2014). Australia es un país considerado libre de leishmaniosis, sin embargo 

se han descrito casos de enfermedad en personas con historia de viajes a 

zonas endémicas, así como en perros importados a Australia de países 

endémicos (Cleare et al., 2014). La importación de perros europeos 

infectados también se ha descrito en Japón (Kawamura et al., 2010), la 

Guayana francesa (Rotureau et al., 2006) y Angola (Vilhena et al., 2014). 

La prevalencia de la infección por técnicas moleculares es 

significativamente más alta que la seroprevalencia, como se ha demostrado 

en perros seronegativos por PCR (Fernández-Bellon et al., 2008). A su vez, 

mediante la detección de la inmunidad celular específica se han detectado 

prevalencias de hasta el 65% (Cardoso et al., 1998; Solano-Gallego et al., 

2000). En un estudio realizado en la isla de Mallorca en el que el 13% de los 

perros presentaban leishmaniosis clínica evidente, el 26% eran seropositivos, 

frente al 63% que resultó positivo mediante PCR (de piel, conjuntiva y/o MO) 
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(Solano-Gallego et al., 2001a). En otro estudio realizado en Grecia en 73 

perros, el 12,3% resultaron positivos mediante serología, mientras que el 

63% resultaron positivos mediante PCR de MO (Leontides et al., 2002). No 

obstante, en el estudio llevado a cabo por Otranto et al. (2010c), la serología 

detectó más perros infectados por L. infantum que la PCR de piel o MO.  

En cuanto a la incidencia, se calcula que aproximadamente entre el 

3-10% de los perros se infectan en cada periodo de transmisión en las áreas 

rurales y semirurales (Paradies et al., 2006).  

A pesar de las prevalencias elevadas registradas por las distintas 

técnicas, el 90-95% de los perros infectados por L. infantum no desarrollan 

signos clínicos ni alteraciones clinicopatológicas, siendo la prevalencia de la 

enfermedad frecuentemente inferior al 10% en regiones endémicas (Solano-

Gallego et al., 2009). De esta manera la Lcan solo representa la punta del 

iceberg en áreas endémicas, donde la mayor parte de la población está 

expuesta a la infección (Baneth et al., 2008). La Figura 8 muestra cómo se 

distribuyen la infección, la enfermedad y las respuestas inmunitarias en un 

foco endémico.  
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Figura 8. Modelo de distribución de la infección, enfermedad y respuestas 
inmunológicas en perros expuestos a la infección por Leishmania infantum en áreas 
endémicas. Información extraída de: Solano-Gallego et al., 2009. Los perros 
infectados considerados “susceptibles” desarrollarán muy probablemente signos 
clínicos y alteraciones clinicopatológicas propias de la Lcan, al contrario que los 
perros infectados considerados “resistentes”.  

2.2.3. Vías de transmisión de la leishmaniosis canina 

Salvo la excepción descrita en Australia, los flebotomos son los 

únicos artrópodos adaptados para la transmisión biológica de la infección 

por Leishmania spp. Una proporción relativamente baja (0,5-3%) de 

flebotomos portadores de L. infantum es suficiente para mantener la 

infección en áreas endémicas (Gómez-Saladín et al., 2005; Martín-Sánchez et 

al., 2006). La transmisión es estacional y está condicionada tanto por la 

densidad de las poblaciones del vector como por la dinámica demográfica de 

los hospedadores vertebrados, de manera que cuando coinciden una elevada 

densidad de vectores y de hospedadores caninos en el tiempo, la infección se 

propaga rápida y ampliamente entre la población canina (Quinnell et al., 

Perros infectados por L. infantum

Clínicamente sanos 
(enfermedad autolimitante)

Enfermos (Lcan)
(enfermedad no autolimitante)

90-95%

Respuesta predominante Th2
•↑ seropositivos
•↓ respuesta celular
•PCR + (↑ carga parasitaria)

“Susceptibles”
•↑seropositivos
•↓ respuesta celular
•PCR +

No infectados
•Seronegativos
•Sin respuesta celular
•PCR -

Infectados

Respuesta predominante Th1
“Resistentes”
•Serología ↓/media
•↑respuesta celular
•PCR+/- (↓carga parasitaria)

47%22%

5-10%

67% 33%

22%

18%

Respuesta 
humoral +

celular

Respuesta 
celular
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1997; Oliva et al., 2006). El éxito de la infección por Leishmania en el 

hospedador vertebrado depende del equilibrio establecido entre el 

flebotomo y el patógeno en el ciclo intravectorial. El parásito se enfrentará 

en el tubo digestivo del flebotomo a barreras naturales, físicas o químicas. 

En regiones endémicas con condiciones medioambientales 

favorables se ha estimado que un perro puede recibir más de 100 picaduras 

por hora en una noche, hallándose hasta un máximo de 10,5% (Bettini et al., 

1986), y como media 1% de los flebotomos infectados (Gradoni, 2002). Con 

estos datos se puede estimar que un perro puede recibir aproximadamente 

una picadura infectante por hora (Gradoni, 2002). En condiciones naturales, 

un flebotomo pica frecuentemente al hospedador liberando entre 10-500 

promastigotes (30 parásitos de media), junto con metabolitos de la digestión 

en la dermis del hospedador (Maia et al., 2011).  

Aunque no existen datos de reinfecciones bajo condiciones 

naturales, en áreas endémicas son muy probables, ya que los perros están 

expuestos durante toda la época de actividad de los flebotomos. 

Experimentalmente se ha observado cierto grado de resistencia a la 

reinfección en perros infectados  expuestos por segunda vez a la infección 

(Santos-Gomes et al., 2003), sin embargo, es posible que perros resistentes 

inicialmente terminen sucumbiendo a la infección tras continuos contactos 

con el parásito, o que perros infectados por un aislado de Leishmania se 

infecten con otro diferente, posiblemente más virulento (Solano-Gallego et 

al., 2009).  

Algunos autores han evaluado la capacidad vectorial de otros 

artrópodos hematófagos, como ixódidos de la especie Rhipicephalus 

sanguineus (Coutinho et al., 2005), pulgas de la especie Ctenocephalides felis 

felis (Coutinho y Linardi, 2007; Ferreira et al., 2009), y más recientemente la 
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“mosca del caballo” Tabanus importunus (Coelho y Bresciani, 2013), y 

Culicoides spp. (Slama et al., 2014), sin haberse demostrado 

experimentalmente su papel en la transmisión natural de Leishmania.  

También se ha propuesto, aunque no se ha demostrado, la 

posibilidad de una vía de transmisión directa entre perros, a través de 

mordeduras o heridas, como ya se ha documentado para Babesia gibsoni 

(Yeagley et al., 2009). Este modelo de transmisión  podría explicar la 

existencia de casos autóctonos de Lcan en zonas no endémicas como es el 

caso de Estados Unidos (Duprey et al., 2006) y Finlandia (Karkamo et al., 

2014), en ausencia aparente de vectores competentes. 

La transmisión vertical (transplacentaria o lactogénica) se ha 

demostrado en perros con infección natural por L. infantum en regiones 

endémicas (da Silva et al., 2009; Pangrazio et al., 2009), no endémicas 

(Rosypal et al., 2005b; Boggiatto et al., 2011; Naucke y Lorentz, 2012) y en 

una Beagle infectada experimentalmente (Rosypal et al., 2005b). El 

suministro de sangre de la placenta está en estrecho contacto con la 

circulación materna, pudiendo pasar los macrófagos infectados a la 

circulación fetal (Rosypal y Lindsay, 2005). Durante la gestación, la 

inmunosupresión es necesaria para prevenir reacciones inmunes contra los 

antígenos fetales. Por tanto, el cambio “fisiológico” de respuesta inmune Th1 

a Th2 que se produce durante la gestación puede aumentar la gravedad del 

cuadro clínico, así como el riesgo de transmisión congénita de Lcan (Rosypal 

et al., 2005b). En regiones endémicas, se desconoce la frecuencia de 

transmisión vertical debido a la elevada probabilidad de contacto con el 

vector (Mancianti et al., 1988). La transmisión vertical también se ha descrito 

en humanos, incluso a partir de madres asintomáticas (Pagliano et al., 2005; 

Boehme et al., 2006), y experimentalmente en ratones (Rosypal y Lindsay, 

2005). 
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Otra vía de transmisión de la enfermedad en perros es la venérea 

(Silva et al., 2009; Naucke y Lorentz, 2012). Riera y Valladares (1996) 

demostraron la presencia de Leishmania spp. en el semen de un perro 

infectado experimentalmente con L. infantum mediante cultivo en medio 

NNN (Novy-MacNeal-Nicolle). Los machos enfermos frecuentemente 

presentan lesiones inflamatorias donde es posible evidenciar la presencia de 

amastigotes, en el epidídimo, la glándula del pene y el prepucio (Diniz et al., 

2005), pudiendo desarrollar orquitis (Manna et al., 2012) y prostatitis crónica 

(Mir et al., 2012). En cambio, en hembras la única lesión genital externa 

observada es la dermatitis vulvar (Silva et al., 2008). Silva et al. (2009) 

demostraron la transmisión sexual de L. chagasi en perros con infección 

natural, en cuyo semen se había detectado el parásito, que copularon con 12 

hembras sanas libres de Leishmania. El 25% de las hembras seroconvirtieron 

y el 50% fueron positivas mediante PCR. La transmisión sexual en perros 

tiende a ser unidireccional, siendo más eficiente desde machos infectados a 

hembras susceptibles (Turchetti et al., 2014).  

La transfusión de sangre de animales infectados también es una vía 

de transmisión a tener en cuenta (Owens et al., 2001), teniendo vital 

importancia en zonas donde los donantes de sangre podrían ser portadores 

de la infección (Owens et al., 2001; de Freitas et al., 2006; Tabar et al., 2008). 

En humanos, también existe la transmisión mediante fómites, como 

en el caso del uso compartido de jeringuillas entre la población toxicómana 

usuaria de drogas parenterales (Cruz et al., 2002; Molina et al., 2003) y 

transplante de órganos (Antinori et al., 2008). 

En un estudio llevado a cabo en 1437 donantes de sangre de las Islas 

Baleares (Mallorca, Menorca y Formentera) se detectaron anticuerpos frente 

a L. infantum en 44 personas (3,1%) (Riera et al., 2008). Además, el ADN del 

39



Revisión bibliográfica 

 

parásito fue amplificado en los neutrófilos polimorfonucleares (PMNN) del 

5,9% de 304 donantes seleccionados al azar de Mallorca. Estos resultados 

ponen de manifiesto la elevada prevalencia de la infección por Leishmania en 

los donantes de sangre de esta región. 

2.2.4. Reservorios 

El perro (Canis familiaris) es el principal reservorio peridoméstico de 

la infección por L. infantum, debido al elevado número de individuos 

presentes en el nicho ecológico y su estrecha relación con el vector (Alvar et 

al., 2004).  

Los perros frecuentemente entran en contacto con otros cánidos 

salvajes, como el zorro, el lobo o el chacal, los cuales también se infectan y 

son infectantes para el vector, manteniendo el ciclo selvático (Gramiccia y 

Gradoni, 2005). Sin embargo, este ciclo no es considerado como la principal 

fuente de transmisión de la leishmaniosis a los humanos o perros, ya que el 

número es menor y hay una baja proporción de animales susceptibles en 

condiciones salvajes (Gomes et al., 2007; Luppi et al., 2008).  

El zorro podría ser el nexo de unión entre el ciclo doméstico y el 

selvático debido a su preferencia por vivir cerca de poblaciones humanas, 

pudiendo actuar como reservorio secundario (Fisa et al., 1999; Sobrino et al., 

2008). El zorro rojo (Vulpes vulpes) está considerada la especie con mayor 

frecuencia de casos documentados, aunque no se han descrito signos clínicos 

en esta especie (Criado-Fornelio et al., 2000; Dipineto et al., 2007; Sobrino et 

al., 2008; Muñoz-Madrid et al., 2013). Criado-Fornelio et al. (2000) 

detectaron mediante PCR una prevalencia de hasta el 74% en Guadalajara, 

España, y Dipineto et al. (2007) del 40% en el sur de Italia. 
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El cánido silvestre en el que se han descrito más signos clínicos de LV, 

concretamente glomerulonefritis membrano-proliferativa (Luppi et al., 

2008), es el denominado “perro venadero” o “zorro vinagre” (Speothos 

venaticus), procedente de América del Sur (Lima et al., 2009; Souza et al., 

2010; Jusi et al., 2011). 

Existen diversas especies de mamíferos en las que se ha identificado 

Leishmania incluyendo primates en Brasil (Malta et al., 2010) marsupiales en 

Australia y España (Rose et al., 2004; Dougall et al., 2009; Miró et al., 2013; 

Ramírez et al., 2013), lagomorfos en España (Molina et al., 2012; Moreno et 

al., 2014a), roedores en Portugal y Grecia (Papadogiannakis et al., 2010b; 

Helhazar et al., 2013), murciélagos en Brasil, Venezuela y Etiopía (De Lima et 

al., 2008; Savani et al., 2010; Kassahun et al., 2015) y tamandúas en Brasil 

(De Araújo et al., 2013). También se ha descrito la infección en aves 

(Alexander et al., 2002; Otranto et al., 2010b). 

En áreas endémicas se ha documentado la infección en otros 

animales domésticos, incluyendo gatos (Martín-Sánchez et al., 2007; Navarro 

et al., 2010; Millán et al., 2011), caballos (Solano-Gallego et al., 2003a; Rolão 

et al., 2005; Fernández-Bellon et al., 2006), cerdos (Moraes-Silva et al., 

2006), vacas (Lobsiger et al., 2010), ovejas y cabras (Fisa et al., 1999), que 

actuarían como hospedadores paraténicos, aunque no se conoce su papel 

epidemiológico. Los animales mantenidos en cautividad en zoológicos en 

áreas urbanas endémicas están bajo un riesgo elevado de infección, 

puediendo suponer un riesgo para otras especies susceptibles, incluyendo 

los humanos (Jusi et al., 2011; Souza et al., 2014).  

En España se ha denunciado la infección por L. infantum en fauna 

silvestre, como lobos (Canis lupus), zorro (V. vulpes), lince ibérico (Lynx 

pardinus), gineta (Geneta geneta), meloncillo (Herpestes ichneumon), 
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garduña (Martes foina), marta (Martes martes) erizo europeo (Erinaceus 

europaeus), rata común (Rattus norvegicus) y liebre ibérica (Lepus 

granatensis) (Sastre et al., 2008; Sobrino et al., 2008; Millán et al., 2011; 

2014; Molina et al., 2012; Muñoz-Madrid et al., 2013).  

La creciente descripción de casos de leishmaniosis felina en la 

literatura hace pensar que los gatos pueden desempeñar un papel en la 

epidemiología de la leishmaniosis, de forma que en áreas endémicas de Lcan, 

lejos de ser un reservorio meramente accidental, podría actuar como un 

reservorio secundario de la enfermedad (Gramiccia y Gradoni, 2005; Martín-

Sánchez et al., 2007; Solano-Gallego et al., 2007b). No obstante, las 

infecciones felinas subclínicas son comunes en áreas endémicas de Lcan, 

aunque los casos de leishmaniosis clínica en gatos son poco frecuentes (Miró 

et al., 2014). 

Algunas características de su comportamiento, como hábitos 

nocturnos de caza, distancias recorridas medias de 1,5 km desde sus 

hogares, y la incursión en zonas forestales, actuando como enlace entre el 

ambiente doméstico y salvaje, favorecen la diseminación del parásito en esta 

especie (da Silva et al., 2008). 

Diversos estudios han demostrado que vectores competentes de 

Leishmania se alimentan de la sangre de gatos de forma natural y mediante 

xenodiagnóstico han confirmado que los gatos son capaces de infectar con L. 

infantum a P. perniciosus y L. longipalpis (Maroli et al., 2007; da Silva et al., 

2010; Afonso et al., 2012).  

La prevalencia de anticuerpos en gatos es muy variable, de 0-68,5% y 

mediante PCR en sangre de 0-60,6% (Chatzis et al., 2014; Pennisi, 2015). En 

un estudio reciente llevado a cabo en 346 gatos en Madrid se obtuvo una 

seroprevalencia de 3,2%, mientras que no fue posible amplificar ADN de 
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Leishmania en ninguna muestra de sangre de animales seropositivos (Miró et 

al., 2014). En general, la prevalencia descrita en gatos tanto mediante PCR 

como por serología es menor que en perros de áreas geográficas similares 

(Pennisi, 2015). 

2.2.5. El perro como modelo experimental canino 

Se han utilizado numerosos modelos animales con distintos fines: 

estudiar la inmunopatología de la LV en humanos, realizar ensayos clínicos 

preliminares de nuevas moléculas terapéuticas y vacunas aplicables tanto en 

el perro como en los humanos. 

El requisito principal que debe cumplir un modelo de infección 

experimental es inducir la infección en todos los animales (Fernández-

Cotrina et al., 2013). 

Se han empleado ratones de diferentes estirpes (Howard et al., 1980; 

Hommel et al., 1995; Courret et al., 2003), cricetos (Courret et al., 2003; 

Gomes-Silva et al., 2013), perros (Moreno y Alvar, 2002; Fernández-Cotrina 

et al., 2013) e incluso primates (Chapman y Hanson, 1981; Chapman et al., 

1983; Dube et al., 1998). 

El modelo murino en la infección por Leishmania spp. ha sido 

particularmente útil para entender el papel de la respuesta inmune del 

hospedador en el establecimiento de la susceptibilidad o resistencia a la 

infección (Garg y Dube, 2006; Pereira y Alves, 2008; Sharma y Singh, 2009). 

Sin embargo, el ratón no reproduce la enfermedad observada en los perros o 

humanos, por lo que representa un modelo mejor de infección subclínica. El 

criceto, por el contrario, desarrolla una enfermedad progresiva en la que los 

parásitos se multiplican en diferentes órganos, lo que conduce, en algunos 

casos, a la muerte. Reproduce la clínica y patogénesis de la enfermedad en 
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humanos y perros, siendo para algunos autores el mejor modelo 

experimental tanto de LV humana como canina (de Oliveira et al., 2004).  

Los primates son necesarios para testar vacunas y fármacos 

destinados a los humanos debido a su proximidad filogenética. Entre las 

especies empleadas se encuentran los monos ardilla, macacos y aotus (Garg 

y Dube, 2006).  

El perro constituye un modelo de estudio de la leishmaniosis 

excelente, ya que actúa como hospedador natural, reservorio principal y es 

un buen modelo para estudiar la enfermedad en humanos debido a que 

presentan gran similitud en las alteraciones clínicopatológicas y respuestas 

inmunes al parásito (Campino et al., 2000; Leandro et al., 2001; Moreno y 

Alvar, 2002). Las infecciones experimentales en perros se han realizado 

desde comienzos del siglo XX, cuando su papel como reservorio fue 

confirmado (Moreno y Alvar, 2002).   

Debe tenerse en cuenta que los resultados de la infección 

experimental dependen tanto de la respuesta inmunitaria del hospedador, 

como de la virulencia del aislado inoculado, dosis infectante y vía de 

inoculación (Moreno y Alvar, 2002). En las infecciones experimentales 

llevadas a cabo en perros (Tabla V) se han utilizado tanto amastigotes (Maia 

et al., 2010; Martinez-Subiela et al., 2011) como promastigotes (Rosypal et 

al., 2005a; Rodríguez-Cortés et al., 2007a; Fernández-Cotrina et al., 2013) 

mediante administración intravenosa (i.v.) (Molano et al., 2003; Martin et al., 

2014) o intradérmica (i.d.) (Killick-Kendrick et al., 1994; Costa et al., 2013), y 

con una dosis infectante variable, oscilando entre miles y millones de 

parásitos (Moreno y Alvar, 2002; Maia et al., 2010; Martinez-Subiela et al., 

2011). Todos estos parámetros pueden inducir manifestaciones clínicas 

variables.  
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Tabla V. Modelos experimentales caninos de leishmaniosis. 
 

d.s.p.: datos sin publicar. *Infección experimental con L. mexicana. (En el resto de 
publicaciones se empleó L. infantum.) 

 

Referencia Raza Nº 
perros 

Vía de 
administración 

Forma 
infectante 

Tamaño 
del 

inóculo 

Seroconversión 
(p.i.) 

Killick-Kendrick 
et al., 1994 Beagle 25 i.d. (muslo) 

Promastigotes    
(+ saliva de P. 
perniciosus) 

5-8.000 1-2 años 

Carrera et al., 
1996 Beagle 6 i.v. amastigotes 5,8 x 108 1-2 meses 

Riera et al., 
1999 Beagle 6 i.v. promastigotes 5 x 107 1-3 meses 

Campino et al., 
2000 

Varias 
razas 7 i.v. Promastigotes 

y amastigotes 
109/kg 
peso 

3 meses 
(amastigotes) 

Molano et al., 
2003 Beagle 20 i.v. Promastigotes 5 x 105 d.s.p. 

Rosypal et al., 
2005 Beagle 8 i.v. Promastigotes 2 x 108 ó 

1 x 107 3 meses 

Rodríguez-
Cortés et al., 

2007 
Beagle 6 i.v. Promastigotes 5 x 107 3-5 meses. 

Carcelén et al., 
2009 Beagle 21 i.v. Promastigotes 5 x 105 d.s.p. 

Travi et al., 
2009 

Varias 
razas  i.d./i.v. Promastigotes 104 ó 105 d.s.p. 

Maia et al., 
2010 Beagle 12 i.v. Amastigotes 

1 x 
107/kg 
peso 

1-4 meses 

Martínez-
Subiela et al., 

2011 
Beagle 6 i.v. Amastigotes 8,6 x 108 d.s.p. 

Fernández-
Cotrina et al., 

2013 
Beagle 25 i.v. Promastigotes 5 x 105 3-5 meses 

Costa et al., 
2013 Beagle 35 i.d. (oreja) 

Promastigotes 
(+ saliva de L. 
longipalpis) 

107 3 (37,1%)-6 
(62,9%) meses 

Martín et al., 
2014 Beagle 20 i.v. Promastigotes 108,5 90-105 semanas 

Cruz-Chan et 
al., 2014* Beagle 6 i.d. Promastigotes 7 x 107 4-8 semanas 
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Mediante cultivos se pueden obtener fácilmente grandes cantidades 

de promastigotes (Abranches et al., 1991; Paranhos-Silva et al., 2003). 

Además, su uso, en lugar de amastigotes se asemeja más a la infección 

natural, pero tienen la desventaja de ser menos infectantes cuando se 

inoculan en la piel (Poot et al., 2005), especialmente tras sucesivos pases en 

medio de cultivo (Bhaumik et al., 2008). Estas diferencias pueden deberse a 

que en condiciones naturales, junto con los promastigotes se inocula la saliva 

del flebotomo en el hospedador, lo que favorece el progreso de la infección 

(Norsworthy et al., 2004). Por ello, en algunos ensayos se han inoculado 

promastigotes metacíclicos, derivados de flebotomos infectados 

experimentalmente, junto con saliva del vector para incrementar el poder 

infectante del parásito (Pinelli et al., 1994; Paranhos-Silva et al., 2003; Travi 

et al., 2009). Algunos autores afirman que los amastigotes son más eficaces 

induciendo infección y, respecto a los promastigotes, produciendo signos 

clínicos (Campino et al., 2000; Maia et al., 2010). 

La inoculación i.v. de una carga media-alta de promastigotes supone 

el modelo experimental ideal, ya que produce la infección en el 100% de los 

animales, así como un cuadro clínico temprano y patente en la mayoría de 

los perros, debido a la diseminación rápida de los parásitos vivos a diferentes 

órganos (Moreno y Alvar, 2002; Poot et al., 2005; Fernández-Cotrina et al., 

2013). Por el contrario, la inoculación i.d. produce respuestas clínicas más 

hetereogéneas y requiere periodos de prepatencia mayores (Moreno y Alvar, 

2002; Paranhos-Silva et al., 2003). El tamaño del inóculo varía mucho en las 

infecciones naturales y experimentales, siendo menor en las primeras 

(aproximadamente 1.000 parásitos). En el modelo experimental, un número 

elevado de parásitos (108-109) suele inducir una respuesta homogénea en 

todos los individuos, mientras que concentraciones menores (105-106) 
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tienden a dar lugar a respuestas clínicas hetereogéneas (Moreno y Alvar, 

2002).  

La mayoría de los modelos experimentales caninos se han centrado 

en estudiar la forma visceral de la enfermedad, pero recientemente se ha 

presentado un modelo experimental de Lcan cutánea con L. mexicana (Cruz-

Chan et al., 2014). Seis perros de raza Beagle fueron infectados vía i.d. con 

promastigotes de L. mexicana y todos desarrollaron las características 

úlceras ovaladas en un periodo de 3-4 semanas p.i. Dichas lesiones curaron 

en una media de 8 semanas, no observándose amastigotes 

microscópicamente, aunque sí se detectó ADN del parásito mediante qPCR 

hasta 15 semanas después.  

El periodo de prepatencia en infecciones experimentales en perros, 

basado en la presencia de anticuerpos anti-Leishmania, suele oscilar entre 

90-120 días (Carcelén et al., 2009; Travi et al., 2009; Fernández-Cotrina et al., 

2013) o del parásito (Poot et al., 2005; Rodríguez-Cortés et al., 2007a). En 

cambio, en infecciones naturales el periodo de prepatencia es superior, 

aproximadamente 6 meses, lo cual puede deberse a la carga parasitaria 

menor inoculada por el flebotomo (Fernández-Cotrina et al., 2013). Además, 

el número reducido de perros empleados en la mayoría de los ensayos, por 

razones éticas obvias, dificulta obtener conclusiones definitivas. 

Entre las diversas razas de perros empleadas, algunos autores 

afirman que los perros de raza Pastor Alemán son mejores modelos 

experimentales que los Beagles y perros mestizos (Keenan et al., 1984). No 

obstante, se han descrito tasas de infección altas en perros mestizos 

(Abranches et al., 1991), y los perros de raza Beagle son los que más se han 

empleado en infecciones experimentales, obteniéndose altas tasas de 
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infección (Carrera et al., 1996; Travi et al., 2009; Maia et al., 2010; 

Fernández-Cotrina et al., 2013). 

El principal problema de las infecciones experimentales es la 

naturaleza impredecible de la respuesta, hecho considerado por algunos 

investigadores como un reflejo del amplio abanico de respuestas clínicas 

observadas en las infecciones naturales (Garg y Dube, 2006). Los diferentes 

patrones clínicos tras la infección en los estudios se han observado incluso 

empleando perros de la misma raza (Killick-Kendrick et al., 1994; Leandro et 

al., 2001; Rodríguez-Cortés et al., 2007a; Costa et al., 2013).  

2.2.6. Factores de riesgo  

El principal factor de riesgo que influye en el aumento de la 

incidencia de la leishmaniosis lo constituye la presencia de flebotomos 

infectados con L. infantum (Suárez et al., 2012).  

Existen una serie de factores asociados al vector que favorecen el 

riesgo de transmisión de la infección, entre los que se encuentran factores 

climáticos (temperatura ambiente, humedad, viento), abundancia de materia 

orgánica en descomposición o escombros en los alrededores de las 

viviendas, y la presencia de reservorios (Sharma y Singh, 2008). Las 

actividades humanas que causen un impacto ambiental, como cambios 

demográficos y el calentamiento global de la Tierra, pueden incrementar la 

población de flebotomos, y por tanto, el número de casos de leishmaniosis 

(Gálvez et al., 2010b; Vilas et al., 2012; Arce et al., 2013).  

Numerosos estudios epidemiológicos han descrito una serie de 

factores asociados al hospedador que predisponen al desarrollo de la 

enfermedad en los perros infectados, entre los que se encuentran la edad, el 
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sexo, la raza, la aptitud, la predisposición genética, situaciones de 

inmunosupresión y el hábitat (Solano-Gallego et al., 2009). 

La edad parece ser un factor de riesgo importante ya que se ha 

detectado una distribución bimodal de prevalencia de la enfermedad: en 

edades tempranas hasta los 3-4 años y a partir de los 7-8 años (Amela et al., 

1995; Cardoso et al., 2004; Miranda et al., 2008; Gálvez et al., 2010b; Miró et 

al., 2012). El incremento de la seroprevalencia de Lcan en perros jóvenes 

podría relacionarse con una predisposición genética o con la inmadurez 

inmunitaria que presentan, haciéndoles más vulnerables a la infección en los 

primeros años de vida. La segunda elevación observada en perros de mayor 

edad puede deberse, bien a la acumulación del tiempo de exposición al 

vector, la presencia de otras enfermedades concomitantes, infecciosas o 

neoplásicas, o a la instauración de una terapia inmunosupresora, de forma 

que en casos de infección latente (adquirida seguramente en los primeros 

meses de vida) pueden sufrir una reactivación de la misma (Cabral et al., 

1998; Miranda et al., 2008; Gálvez et al., 2010b). Otros estudios muestran 

una menor tasa de infección en perros menores de dos años, mientras que 

los perros con edades comprendidas entre 5-8 años (Cortés et al., 2012) y 

mayores de 7 años (Miró et al., 2007b) son los que se infectan con más 

frecuencia. De forma similar, Cardoso et al. (2004) observaron un riesgo de 

seropositividad en los animales de 9-11 años, dos veces superior al de los 

perros menores de dos años.   

El sexo por lo general no se considera un factor determinante (Amela 

et al., 1995; Miró et al., 2007b; Gálvez et al., 2010b; Cortes et al., 2012; 

Schallig et al., 2013). Sin embargo, algunos autores señalan una mayor 

prevalencia en machos (Fisa et al., 1999; Zivicnjak et al., 2005; Dantas-Torres 

et al., 2006; Miranda et al., 2008), lo cual podría atribuirse a su mayor 

comportamiento itinerante (Miranda et al., 2008). 
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Aunque en teoría, todas las razas son susceptibles a la infección por 

L. infantum, el Podenco Ibicenco y mestizos de dicha raza se consideran más 

resistentes a la infección (Solano-Gallego et al., 2000) y no suelen presentar 

signos clínicos (Chicharro et al., 2005). Esta resistencia se debe a que esta 

raza presenta una respuesta inmune celular específica frente a L. infantum 

mayor a otras razas. El Caniche o el Yorkshire Terrier parecen presentar  

porcentajes significativamente más bajos de infección comparados con las 

poblaciones de referencia (Miranda et al., 2008). Por el contrario, perros de 

raza Boxer, Cocker Spaniel, Rottweiler, Doberman y Pastor Alemán parecen 

ser más susceptibles a padecer la enfermedad (França-Silva et al., 2003; 

Miranda et al., 2008; Quilez et al., 2012). Cortés et al. (2012) observaron que 

los perros mestizos eran menos propensos a la infección, mientras que los 

perros de razas exóticas puras poseían mayor riesgo. A su vez, se ha descrito 

un mayor riesgo en los perros de pelo corto, lo que facilitar la picuadura de 

los flebotomos (França-Silva et al., 2003). 

Además, existe una predisposición genética, de forma que en la 

susceptibilidad a padecer la Lcan están involucrados el gen Slc11c1 (Solute 

carrier family 11 member a1), anteriormente denominado N-RAMPI, y 

determinados alelos de genes del CMH II (Complejo mayor de 

histocompatibilidad tipo II) (Quinnell et al., 2003b; Sanchez-Robert et al., 

2005; 2008).  

Asociada a la raza se encuentra el tamaño del animal, el cual es 

considerado en algunos estudios como una variable epidemiológica 

relacionada con la infección por L. infantum, de manera que se han 

observado seroprevalencias más elevadas en razas grandes que en razas 

pequeñas (Martín-Sánchez et al., 2009; Gálvez et al., 2010b; Miró et al., 

2012). Una posible explicación sería que una mayor masa corporal conlleva 

una mayor superficie expuesta a la picadura del vector, como se ha sugerido 
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para otras enfermedades transmitidas por vectores en perros, como la 

thelaziosis (Miró et al., 2011b). Este hecho también podría estar relacionado 

con la aptitud del perro, ya que los perros de talla media/grande son los más 

frecuentemente utilizados en actividades de pastoreo o guarda, pasando 

periodos de tiempo más largos en el exterior y estando por tanto, más 

tiempo expuestos a los flebotomos (Alonso et al., 2010; Gálvez et al., 2010b; 

Cortes et al., 2012; Miró et al., 2013). A su vez, los machos se emplean más 

frecuentemente que las hembras como perros de guarda, lo que implica un 

mayor riesgo de infección en estos.  

En cuanto al hábitat, se ha descrito que los perros que viven en 

zonas rurales o periurbanas, donde las viviendas con patios y jardines son 

frecuentes y en cuyos alrededores abundan perros infectados, poseen más 

riesgo de ser infectados (Moreno y Alvar, 2002; Solano-Gallego et al., 2006; 

Schallig et al., 2013). Esto ha llevado a la “urbanización” del ciclo de 

transmisión de L. infantum (Carrillo et al., 2013).  

2.3. INMUNOPATOLOGÍA 

2.3.1. Respuesta inmunitaria frente a la infección por L. infantum en 

el perro 

2.3.1.1. Respuesta inmunitaria innata 

Cuando una hembra de flebotomo pica a un hospedador vertebrado, 

tras la inoculación intradérmica, ésta ingiere sangre y se produce una 

reacción inflamatoria cutánea local, en la que intervienen células centinelas 

de la piel, como las células dendríticas (CD), linfocitos T y δ y macrófagos 

(Teixeira et al., 2006). Estas células contienen receptores Toll-like (TLR) en su 

superficie, capaces de reconocer patrones moleculares conservados (PAMP) 

asociados a patógenos (Janeway y Medzhitov, 2002; Tuon et al., 2008). 

Durante este proceso se liberan una serie de quimioquinas que inducen el 
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reclutamiento de neutrófilos y células natural killer (NK), seguidos de una 

oleada de macrófagos, iniciando la cascada de la respuesta inmunitaria 

innata para combatir los parásitos en el lugar de la infección (Santos-Gomes 

et al., 2000; Teixeira et al., 2006). Las quimioquinas y las células reclutadas 

durante las primeras fases de la infección podrían condicionar la resistencia a 

la enfermedad (Teixeira et al., 2006).  

La saliva de los flebotomos contiene moléculas bien caracterizadas 

con efecto no sólo anticoagulante y antiinflamatorio, sino también 

inmunomodulador (Sacks y Kamhawi, 2001) así como otras moléculas no 

caracterizadas que, en menos de dos horas tras la inoculación atraen 

neutrófilos, monocitos y macrófagos (Anjili et al., 1995; Zer et al., 2001; Silva 

et al., 2005).  

Inicialmente, los parásitos se enfrentan a moléculas del 

complemento, anticuerpos y células fagocíticas, que serán capaces de 

destruir hasta el 80% de los promastigotes (Lewis y Peters, 1977). La 

supervivencia de los parásitos es posible mediante la invasión de la célula 

diana, el macrófago, de lo contrario serían rápidamente destruidos por el 

sistema del complemento (de Almeida et al., 2003), neutrófilos y células NK 

(Pimenta et al., 1987). Los neutrófilos son las primeras células en llegar al 

punto de inoculación y predominan durante los primeros días post-infección, 

se infectan y pueden destruir los parásitos o ser fagocitados por los 

macrófagos cutáneos (de Almeida et al., 2003). No obstante, la afluencia 

temprana de neutrófilos ha demostrado ser beneficiosa para la supervivencia 

de Leishmania en el tejido infectado, utilizando los granulocitos como un 

“caballo de Troya” para alcanzar sus células diana de manera “silente” 

pasando desapercibidos (Laskay et al., 2003; van Zandbergen et al., 2004). En 

perros susceptibles la actividad fagocítica de los neutrófilos está aumentada 
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pero su capacidad para eliminar los parásitos intracelulares está suprimida 

(Brandonisio et al., 1996). 

Los macrófagos son los segundos en llegar al punto de entrada de 

Leishmania. Entre sus múltiples funciones destacan su papel como: células 

diana para la replicación del parásito, ser células presentadoras de antígenos 

(CPA) y fuente de citoquinas moduladoras de la respuesta inmune mediada 

por linfocitos T (LT). Además, tras ser activadas por LTh1 son capaces de 

provocar la muerte parasitaria intracelular (Teixeira et al., 2006).  

Las células NK llegan al punto de entrada 24 horas tras la inoculación 

(Müller et al., 2001), producen IFN-γ, y su actividad temprana podría influir 

en la cinética de la respuesta Th1 (Teixeira et al., 2006).  

Las CD de la piel, potentes CPA, también se infectan, ya que los 

parásitos son inoculados en la dermis, donde se encuentran estas células 

(Saint-André Marchal et al., 1997; Ferrer, 2002). Mediante una activación 

regulada por el CMH I y II, las CD transportan los parásitos desde la piel 

infectada hasta los LN presentándolos a LT antígeno-específicos (Moll, 2000). 

Las células de Langerhans (CL), presentes en la epidermis, también pueden 

infectarse si los amatigotes viajan en dirección inversa a la epidermis, o 

durante la migración de dichas células de la sangre a la piel (Saint- André 

Marchal et al., 1997). Tanto las CD como las CL, al igual que los macrófagos, 

transportan los amastigotes a los LN regionales para presentar sus antígenos 

a los LT, a través de moléculas del CMH, que en perros resistentes están muy 

implicadas en el desarrollo de la inmunidad celular (Saint-André Marchal et 

al., 1997; Ferrer, 2002; Sacchi et al., 2006).  

Los promastigotes metacíclicos deben evadir en primer lugar la lisis 

mediada por el complemento, para posteriormente adherirse a los 

receptores de los macrófagos. Posteriormente, son fagocitados y localizados 
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en el interior de una vacuola parasitófora (Rittig y Bogdan, 2000; Ferrer, 

2002; Bañuls et al., 2007). En los perros susceptibles, la capacidad fagocítica 

de estas células es reducida, debido probablemente, a la formación de 

inmunocomplejos (IC) (Brandonisio et al., 1986; Brandonisio et al., 1990). Los 

macrófagos transportan los parásitos, primero a los LN regionales, y después 

al resto del organismo. Esta diseminación dependerá de la resistencia del 

hospedador, de manera que en animales susceptibles la diseminación puede 

ocurrir en horas, mientras que en animales resistentes pueden permanecer 

confinados en la piel y LN regionales (Ferrer, 2002). Además del transporte, 

los macrófagos presentan los antígenos del parásito a los LT, mediante las 

moléculas del CMH (Ferrer, 2002).  

2.3.1.2. Respuesta inmunitaria adquirida 

2.3.1.2.1. Respuesta inmunitaria de base celular 

La inmunidad protectora en la Lcan está muy probablemente 

mediada por la acción del factor de necrosis tumoral alfa (FNT- α), la 

interleuquina 2 (IL-2)  y el interferón gamma (IFN-γ) secretados por los LT 

activados, para a su vez activar la función leishmanicida de los macrófagos a 

través de la producción de NO, responsable de la muerte parasitaria 

intracelular mediante apoptosis a través de la activación de la enzima óxido 

nítrico sintetasa (iNOS) (Liew et al., 1991; Pinelli et al., 1994; Holzmuller et 

al., 2006). Estudios recientes han demostrado que el índice de apoptosis en 

la Lcan está directamente relacionado con la carga parasitaria, la intensidad 

de la respuesta inflamatoria y la gravedad del cuadro clínico (Verçosa et al., 

2012).  

Parece ser que el IFN-γ producido por los PMNN estimulados, es 

insuficiente por sí solo para producir una respuesta eficaz frente a Lcan, 
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siendo necesarios otros co-factores, como el FNT- α (Carrillo y Moreno, 

2009). 

Los macrófagos infectados son lisados por LT citotóxicos CD8+ en un 

proceso regulado por el CMH, el cual se suprime en perros enfermos con una 

carga parasitaria elevada (Pinelli et al., 1994; De Luna et al., 1999). En perros 

asintomáticos, con baja carga parasitaria, prevalecen los LT CD8+ (Reis et al., 

2006b; Guerra et al., 2009).  

Los macrófagos portan los amastigotes fagocitados desde la piel 

hasta los LN, exponiendo los antígenos a los LT, activándolos. Los LT migran 

vía hemolínfática a la zona afectada, favoreciendo la respuesta inmunitaria. 

Existen dos tipos de respuesta mediada por los LT, una repuesta celular Th1 

asociada a la inmunidad protectora y otra respuesta humoral Th2 asociada a 

la progresión o susceptibilidad de la enfermedad (Baneth et al., 2008) (Fig. 

9). En los perros que presentan una multiplicación descontrolada y 

diseminación de los parásitos la producción de citoquinas inducidas por 

respuestas tanto Th1 como Th2 es baja (Santos-Gomes et al., 2002; Carrillo y 

Moreno, 2009). 

La mayoría de los perros infectados por Leishmania expresan una 

respuesta inmunitaria celular, que se manifiesta por una fuerte proliferación 

linfocitaria in vitro y una respuesta positiva a la inyección intradérmica de 

leishmanina (Cardoso et al., 1998; Maia y Campino, 2008). La ineficiente 

inmunidad celular presente en estos animales lleva a una inflamación 

granulomatosa compensatoria y una exacerbada inmunidad humoral, 

resultando en el depósito de IC en órganos diana y/o la generación elevada 

de anticuerpos no protectores (Martínez-Moreno et al., 1995; Koutinas y 

Koutinas, 2014).  
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Figura 9. Representación de la respuesta inmunitaria regulada por linfocitos T 
colaboradores y linfocitos T citotóxicos en la Lcan. Una respuesta temprana mixta 
Th1 y Th2 puede dar lugar tanto a una respuesta Th1, la cual producirá una 
inmunidad protectora o, alternativamente, a una respuesta Th2, dando lugar a la 
enfermedad clínica. Determinadas citoquinas, como la IL-12, pueden desencadenar 
respuestas Th1, las células T CD8+ tendrán actividad citolítica y podrán secretar 
citoquinas activadoras de macrófagos. Fuente: Baneth et al., 2008. 

2.3.1.2.2. Respuesta inmunitaria de base humoral 

La Lcan se asocia con una respuesta humoral marcada, no protectora 

y con un control ineficaz de la infección. Existe una correlación positiva entre 

la concentración de anticuerpos IgG Leishmania-específicos, la carga 

parasitaria en los tejidos y el cuadro clínico en el animal (Oliva et al., 2006; 

Reis et al., 2006a; 2006c; Dos-Santos et al., 2008; Boggiatto et al., 2010).  

Diversos estudios han intentado encontrar una asociación entre los 

subisotipos IgG1 e IgG2 con el tipo de respuesta Th y el cuadro clínico, pero 

no se ha alcanzado un consenso sobre si la respuesta inmune humoral está 

polarizada en la Lcan. Algunos autores describen una correlación negativa 
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entre IgG1 con la aparición de signos clínicos en animales infectados 

(Vercammen et al., 2002; Cordeiro-da-Silva et al., 2003; de Freitas et al., 

2012). En cuanto a las concentraciones séricas de IgG2, de Freitas et al. 

(2012) no observaron diferencias entre animales infectados clínicamente 

sanos y enfermos, mientras que otros autores (Leandro et al., 2001; Solano-

Gallego et al., 2001c) hallaron niveles superiores de esta subclase en perros 

enfermos.  

Los resultados contradictorios obtenidos posiblemente se deban a la 

falta de especificidad de los reactivos comerciales y a la inconsistencia en la 

nomenclatura empleada (Day, 2007; Carson et al., 2010). Además, el uso de 

anticuerpos monoclonales ha puesto de manifiesto que tanto IgG1 como 

IgG2 aumentan en los animales infectados sin mostrar asociación con la 

resistencia o susceptibilidad a la enfermedad (Quinnell et al., 2003a; Strauss-

Ayali et al., 2007; Boggiatto et al., 2010). 

El papel perjudicial de la activación de LB y la superproducción de 

inmunoglobulinas producen la formación de IC compuestos por IgG y las 

fracciones C1, C2 y C4 del complemento (Makni et al., 1989). La 

hipergammaglobulinemia asociada produce, directa e indirectamente, 

alteraciones patológicas mediante la generación de auto-anticuerpos (p.e. 

trombocitopenia inmunomediada), anticuerpos anti-histonas (p.e. 

glomerulonefritis), y/o IC circulantes (p.e. vasculitis, uveítis, poliartritis) 

(Brandonisio et al., 1990; Lopez et al., 1996; Cortese et al., 2009; Alvar et al., 

2004; Ginel et al., 2008). Dichos IC solubles también reducen la actividad 

fagocítica de los macrófagos y aumentan la inflamación mediada por la 

activación del complemento (Saridomichelakis, 2009). 
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2.3.2. Patología de la leishmaniosis canina 

A pesar de existir diferencias en los cuadros clínicos observados en la 

Lcan entre las distintas especies de Leishmania (p.e. L. braziliensis causa 

cuadros cutáneos y mucocutáneos; L. infantum produce un cuadro clínico 

generalizado con o sin signos cutáneos), no se ha encontrado asociación 

entre los distintos zimodemas de L. infantum y la diversidad clínica 

encontrada entre la Lcan típica de la cuenca mediterránea y la observada en 

Brasil (Almeida et al., 2005; Dantas-Torres, 2009). Independientemente del 

zimodema implicado, los pilares de la patogenia de Lcan, que son resultado 

de una compensación ineficaz de una respuesta inmune celular frente al 

parásito, incluyen 1) una marcada respuesta humoral, 2) con el consiguiente 

depósito de IC en los órganos diana (p.e. glomérulos renales, córnea, 

membrana sinovial articular, pared vascular), y 3) una reacción inflamatoria 

granulomatosa desmesurada (p.e. hígado) (Koutinas y Koutinas, 2014). 

Dichos mecanismos son responsables del amplio abanico de signos clínicos y 

la extensa distribución del parásito por el organismo en la Lcan, al contrario 

de lo que ocurre en personas con infección por L. infantum donde el parásito 

se limita a invadir el hígado, bazo y MO (Alvar et al., 2004). 

Desde la piel, los parásitos son transportados por sangre o linfa a los 

LN y el bazo y, posteriormente, a otros órganos como hígado y riñones. A 

continuación, los parásitos se pueden aislar en la totalidad del organismo en 

el perro (Alvar et al., 2004). 

La inflamación granulomatosa se caracteriza por un infiltrado y/o 

proliferación de macrófagos, histiocitos, linfocitos, células plasmáticas y en 

algunas ocasiones neutrófilos y eosinófilos, que afecta fundamentalmente a 

LN, MO, bazo, hígado, intestino, huesos, aparato genital masculino y 

mucosas (Saridomichelakis, 2009). 
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En los LN se produce una hipertrofia cortical y medular con 

abundantes macrófagos infectados, ocasionando linfadenomegalia 

periférica, uno de los signos clínicos más caracterísiticos de Lcan (Lima et al., 

2004; Giunchetti et al., 2008b).  

El bazo se considera un órgano clave para la supervivencia del 

parásito a largo plazo debido a una respuesta inmunitaria ineficaz (Lima et 

al., 2007). La esplenomegalia  es un hallazgo muy común en la Lcan está 

asociada a un incremento de monocitos y macrófagos, periesplenitis, 

hiperplasia de las células plasmáticas de los folículos, atrofia y reducción del 

número de los folículos linfoides, escasez de linfocitos en la banda 

periarterial, desorganización estructural de la pulpa blanca y cambios en la 

estructura microvascular con abundantes vénulas y venas en la pulpa y fibras 

reticulares aumentadas (Tafuri et al., 2001; Alexandre-Pires et al., 2006; 

Santana et al., 2008). Aunque dichas alteraciones son más frecuentes en 

perros enfermos, también se observan en perros infectados clínicamente 

sanos (Sánchez et al., 2004). La presencia de numerosos macrófagos 

formando estructuras granulomatosas en la pulpa roja en animales 

susceptibles o enfermos (Tafuri et al., 2001; Santana et al., 2008) muestra la 

ineficacia para eliminar al parásito (Murray, 2001).  

La hepatomegalia, causada por congestión pasiva y hepatitis crónica, 

es muy frecuente en la Lcan (Rallis et al., 2005; Giunchetti et al., 2008c). 

Además de los macrófagos, también pueden aparecer células de Kupffer y 

hepatocitos infectados (Tafuri et al., 2001; Rallis et al., 2005). Los animales 

enfermos presentan granulomas hepáticos desorganizados y son incapaces 

de eliminar a los parásitos (Sanchez et al., 2004). Entre las alteraciones 

histopatológicas más frecuentes destacan la degeneración vacuolar y la 

necrosis de los hepatocitos, hipertrofia/hiperplasia de las células de Kupffer, 

fibrosis, y esporádicamente amiloidosis (Saridomichelakis, 2009). Los 
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hepatocitos sufren alteraciones morfológicas, afectándose el metabolismo 

del hígado, lo que contribuye a muchas de las alteraciones clinicopatológicas 

de la Lcan, como hipoalbuminemia y aumento de la actividad enzimática en 

suero, aunque raramente ocasiona fallo hepático funcional (Rallis et al., 

2005; Giunchetti et al., 2008c).  

El cuadro digestivo en perros con Lcan es poco frecuente, y 

normalmente se manifiesta como diarreas de intestino grueso, con o sin 

melena, que se corresponden a una colitis ulcerativa granulomatosa (Ferrer 

et al., 1991; Adamama-Moraitou et al., 2007). En un estudio en el que se 

realizaron colonoscopias a 31 perros con Lcan, pero sin historia ni signos 

clínicos previos de colitis, el 32,3% de los animales presentaban amastigotes 

en la mucosa del colon y aproximadamente en el 25% se detectaron lesiones 

irregulares hiperémicas, granulares, edematosas y ligeramente erosivas en la 

mucosa (Adamama-Moraitou et al., 2007). La ausencia de signos clínicos que 

caracteriza a la colitis crónica o recurrente en perros puede explicarse por el 

hecho de que las alteraciones endoscópicas y/o lesiones histológicas no 

siempre se correlacionan con la gravedad del cuadro clínico (Guilford, 1996). 

En un estudio más reciente en el que se examinó histológicamente el tracto 

gastrointestintal de perros con Lcan, con y sin signos clínicos, se hallaron 

lesiones leves en toda su longitud junto con una evidente distribución 

parasitaria en todos los segmentos estudiados, y una carga parasitaria  

superior en el ciego y colon, independientemente del cuadro clínico (Pinto et 

al., 2011). Dichos resultados podrían reflejar la capacidad de Leishmania de 

beneficiarse de una tolerancia inmunológica intestinal. 

En cuanto a la mucosa oral, se han descrito diversas lesiones en la 

lengua, principalmente en forma de nódulos, pápulas o como glositis 

ulcerativa multifocal o difusa y estomatitis, afectando con mayor frecuencia 

al paladar duro. Dichas lesiones se han atribuido, bien a la migración de 
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macrófagos infectados secundaria a traumatismos leves de la mucosa oral, o 

bien a la ingestión accidental de flebotomos infectados (Lamothe y Poujade, 

2002; Foglia Manzillo et al., 2005; Parpaglia et al., 2007; Viegas et al., 2012) o 

a que se producen picaduras en la lengua cuando los perros duermen con la 

boca abierta (Foglia Manzillo et al., 2009). 

Las lesiones óseas y articulares son frecuentes en perros infectados. 

A nivel óseo, se ha descrito osteomielitis granulomatosa secundaria a la 

distribución hemática de los parásitos y osteólisis (Agut et al., 2003; de Souza 

et al., 2005). Radiográficamente los huesos afectados muestran lesiones 

proliferativas intramedulares y del periostio con osteolisis cortical y medular 

(Agut et al., 2003; de Souza et al., 2005). La patología articular es muy 

frecuente, produciendo cojeras y poliartritis que pueden ser bilateral y 

simétrica, o tanto erosiva como no erosiva (Agut et al., 2003; Santos et al., 

2006; Saridomichelakis, 2009). Blavier et al. (2001) proponen dos teorías 

sobre la etiología de la poliartritis en la Lcan: 1) la presencia de una elevada 

carga parasitaria provoca una sinovitis granulomatosa y 2) el depósito de IC 

en el líquido sinovial produce una reacción de hipersensibilidad tipo III que 

finalmente acaba atrayendo neutrófilos con la consiguiente destrucción 

articular mediante enzimas hidrolíticas. En la mayoría de los casos, no se 

detectan  amastigotes de L. infantum en el aspirado del líquido sinovial, a no 

ser que haya un elevado número de parásitos en la citología, por lo que debe 

incluirse esta infección en el diagnóstico diferencial de artritis inflamatorias.   

La atrofia muscular progresiva está asociada a polimiositis crónica 

caracterizada por la presencia de infiltrados mononucleares con amastigotes 

de Leishmania, vasculitis neutrofílica e IC en el tejido muscular junto con la 

producción de anticuerpos frente a fibras musculares (Vamvakidis et al., 

2000). La musculatura más afectada por la atrofia progresiva es la facial 

(músculos temporal y maséteros), aunque no afecta a la masticación 
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(Vamvakidis et al., 2000). La polimiositis de músculos esqueléticos en Lcan 

afecta fundamentalmente a la musculatura apendicular ocasionando 

debilidad muscular progresiva, cojera e intolerancia al ejercicio. Dicha 

polimiositis suele ser subclínica, con tan sólo unos pocos casos descritos 

(Vamvakidis et al., 2000; Paciello et al., 2009). 

La epistaxis, hematuria y diarrea hemorrágica están asociadas con la 

ulceración de tejidos y alteraciones en la hemostasis primaria y secundaria 

(Baneth et al., 2008). Los cambios hemostáticos descritos en la Lcan incluyen 

alteraciones en la agregación plaquetaria, que conduce a una disfunción 

plaquetaria, trombocitopenia, reducción en la fibrinólisis y factores de 

coagulación, probablemente debidas a la hepatitis crónica y fibrinólisis 

(Moreno, 1999; Ciaramella et al., 2005). La epistaxis puede tener una 

presentación aguda o crónica/recurrente, unilateral o bilateral, pudiendo 

llegar a poner en peligro la vida del animal por una pérdida incontrolada de 

sangre. Las principales causas de epistaxis en la Lcan incluyen 

trombocitopenia, incremento de la viscosidad sérica debido a 

hipergammaglobulinemia y rinitis piogranulomatosa o linfoplasmocitaria 

(ulcerativa o no ulcerativa) (Koutinas et al., 1999; Jüttner et al., 2001; 

Petanides et al., 2008). 

Las manifestaciones clínicas cutáneas son muy comunes, estando 

presentes en aproximadamente el 80-90% de los casos de Lcan (Koutinas et 

al., 1999;  Miró y Molina, 2006). La tasa de alteraciones cutáneas podría ser 

incluso mayor, como se ha demostrado a partir de biopsias de piel intacta de 

perros con Lcan (Solano-Gallego et al., 2004; Papadogiannakis et al., 2005).  

La manifestación cutánea más frecuente es una forma 

queratoseborreica caracterizada por una dermatitis exfoliativa, con 

descamación, eritema, de distribución generalmente simétrica, localizada 
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inicialmente en la cabeza y extremidades y que se va extendiendo por todo 

el cuerpo. Por lo general, la descamación no se acompaña de prurito y 

precede a la alopecia, que tiende a ser parcial, en lugar de generalizada 

(Papadogiannakis et al., 2005; Miró y Molina, 2006). El examen histológico 

de estas lesiones revela una hiperqueratosis ortoqueratósica, epidérmica y 

folicular, siendo las células inflamatorias predominantes macrófagos, células 

plasmáticas y linfocitos (Ordeix i Esteve y Fondati, 2013).  

La dermatitis ulcerativa es otra manifestación cutánea observada en 

algunos perros con Lcan y se caracteriza por la aparición de úlceras crónicas 

(únicas o múltiples), y que afectan comúnmente a los márgenes del pabellón 

auricular, los relieves óseos y uniones mucocutáneas (Ordeix i Esteve y 

Fondati, 2013). Algunas de estas úlceras se asocian a vasculitis 

inmunomediadas (Koutinas et al., 1999).  

El “chancro de inoculación” es la lesión cutánea primaria, producida 

por el vector en el punto de inoculación y su aspecto es similar a la lesión 

típica de la LC humana o “Botón de Oriente”. Afecta principalmente a perros 

jóvenes y conlleva una diseminación parasitaria restringida y un pronóstico 

bueno (Lombardo et al., 2014). Clínicamente se caracteriza por la presencia 

de un número variable de pápulas asimétricas y apruríticas, localizadas en 

zonas desprovistas de pelo (Ordeix i Esteve y Fondati, 2013).  

Aproximadamente aparece a los 20 días de la infección y sufre una evolución 

con tres fases clínicas diferentes: eritemo-escamosa, ulcero-costrosa (de 

mayor tamaño) y precicatricial (Miró y Molina, 2006). Se ha asociado en 

algunos animales con una buena respuesta inmunitaria celular específica, en 

la que no suelen aparecer alteraciones clínicas ni clinicopatológicas y tanto el 

nivel de anticuerpos anti-Leishmania como la carga parasitaria local son 

bajos o nulos (Lombardo et al., 2014). Estas lesiones pueden persistir hasta 

seis meses antes de su desaparición espontánea, periodo durante el cual la 

63



Revisión bibliográfica 

 

mayor parte de los animales son seronegativos. En Europa esta es la forma 

cutánea más común de la infección causada por L. infantum en los seres 

humanos, e incluso se ha descrito en caballos (Solano-Gallego et al., 2003a). 

La onicogriposis es un signo clínico tardío y de carácter crónico que 

se caracteriza por la hipertrofia y curvatura anormal de las uñas (Koutinas et 

al., 2010). Comúnmente se presenta asociada a dermatitis exfoliativa, y al 

igual que la hiperqueratosis nasal y plantar representa una manifestación 

localizada de ésta (sobrecrecimiento excesivo del estrato córneo) (Koutinas y 

Koutinas, 2014). Los cambios histológicos consisten en una dermatitis de la 

unión dermoepidérmica con un infiltrado mononuclear y sin la presencia o 

en cantidad muy baja de amastigotes (Koutinas et al., 2010). 

Otra presentación cutánea es la forma nodular, caracterizada por la 

aparición de nódulos indoloros, únicos o múltiples y ulcerados a veces 

(Blavier et al., 2001). A diferencia de la dermatitis papular, estos nódulos se 

localizan en zonas cubiertas de pelo. A nivel histológico se corresponden con 

granulomas parasitarios donde se aprecian un número reducido de LT y 

numerosos macrófagos y amastigotes (Saridomichelakis, 2009).  

Otras presentaciones cutáneas en la Lcan incluyen la dermatitis 

pustular estéril, alopecia multifocal, despigmentación nasal, hiperqueratosis 

plantar y nasal, paroniquia, dermatofibrosis nodular, vasculitis y 

complicaciones secundarias como piodermas superficiales y/o profundas, 

sobrecrecimiento de Malassezia pachydermatis, dermatofitosis y 

demodicosis (Blavier et al., 2001; Koutinas y Koutinas, 2014). 

Las prevalencia de lesiones oculares y perioculares descrita en la 

Lcan oscilan entre el 16% y 80,5%, pudiendo llegar a ser la única 

manifestación clínica en un 15% de los casos clínicos (Peña et al., 2000; 

Baneth et al., 2008; Koutinas y Koutinas, 2014). La manifestación ocular más 
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frecuente es la uveítis anterior, caracterizada por edema, miosis, formación 

de fibrina en la cámara anterior y múltiples nódulos en el cuerpo del iris 

(García-Alonso et al., 1996; Peña et al., 2000). La uveítis posterior que suele 

acompañar a la uveítis anterior se diagnostica con menor frecuencia. La 

uveítis puede tener una base inmunológica o alérgica similar a la 

leishmaniosis post-kala-azar de los humanos y puede terminar produciendo 

glaucoma y panoftalmitis con pérdida de visión permanente (Koutinas y 

Koutinas, 2014). Otras manifestaciones oculares incluyen conjuntivitis 

(nodular), blefaritis (exfoliativa, ulcerativa o nodular), queratitis, 

queratoconjuntivitis seca, endoftalmitis, coriorretinitis multifocal 

acompañada de desprendimiento de retina y hemorragias retinianas 

(Molleda et al., 1993; García-Alonso et al., 1996; Peña et al., 2000; Baneth et 

al., 2008; Solano-Gallego et al., 2011). La queratoconjuntivitis seca puede ser 

el único signo clínico presente y se caracteriza por una descarga purulenta y 

viscosa, sequedad, ulceración de la córnea y neovascularización. Entre las 

causas descritas están la destrucción de las glándulas lagrimales y de 

Meibomio debido a la inflamación granulomatosa u obstrucción de los 

conductos lagrimales (Naranjo et al., 2005).  

Existen diferentes mecanismos patogénicos según la lesión 

producida: 1) inflamación granulomatosa secundaria a la presencia del 

parásito (blefaritis, conjuntivitis primaria, inflamación de las glándulas 

lagrimales), 2) depósito de IC (uveítis), 3) lesiones en otras estructuras 

oculares (conjuntivitis secundaria a alteración del párpado o aparato 

lagrimal, queratitis asociada a conjuntivitis, queratoconjuntivitis seca por 

inflamación de la glándula lagrimal y obstrucción del conducto lagrimal 

inducida por conjuntivitis), y 4) menos frecuentemente manifestaciones 

sistémicas de Lcan (desprendimiento de retina, hemorragias, glaucoma e 
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hipema secundarias a hipertensión) (Garcia-Alonso et al., 1996; Peña et al., 

2000; Naranjo et al., 2005; Cortadellas et al., 2006; Saridomichelakis, 2009).  

Los trastornos renales son comunes, hasta el punto de que la 

insuficiencia renal crónica (IRC) está presente en el 50% de los perros con 

leishmaniosis (Cortadellas et al., 2006), siendo ocasionalmente la única 

manifestación clínica presente. La glomerulonefritis, originada por el 

depósito de IC circulantes debido a una antigenemia constante, es uno de los 

mecanismos patogénicos más graves de la Lcan, pudiendo progresar desde 

una proteinuria leve a un síndrome nefrótico y/o enfermedad renal terminal 

irreversible (síndrome urémico) (Poli et al., 1991; Lopez et al., 1996; Costa et 

al., 2003; Baneth et al., 2008; Aresu et al., 2013).  

Cuando se instaura una IRC con síndrome urémico se produce un 

incremento de urea y creatinina en sangre, pérdida grave de proteínas en 

orina y anemia. Se considera la principal causa de muerte en perros con Lcan 

(Solano-Gallego et al., 2011; Koutinas y Koutinas, 2014), por lo que es 

esencial evaluar la función renal con el fin de clasificar el grado de alteración 

mediante las recomendaciones de la Sociedad Internacional de Interés Renal 

(IRIS), ya que el diagnóstico precoz puede prolongar la vida del paciente 

(Solano-Gallego et al., 2009; IRIS, 2013). A pesar de la elevada prevalencia de 

la patología renal, la azotemia característica de fallo funcional renal es poco 

común y sólo es evidente cuando la mayor parte de las nefronas son 

afuncionales (Baneth et al., 2008; Solano-Gallego et al., 2009). En la mayoría 

de los casos, el único indicio de afección renal es una proteinuria subclínica, 

la cual puede contribuir al desgaste muscular, caquexia y ocasionalmente 

tromboembolismo pulmonar (Koutinas y Koutinas, 2014). 

Varios estudios han descrito la presencia de lesiones histológicas en 

el 100% de los perros evaluados (Costa et al., 2003; Zatelli et al., 2003). Las 
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alteraciones más frecuentes son la glomerulonefritis y la tubulonefritis, 

mientras que la amiloidosis es un hallazgo ocasional (Costa et al., 2003; 

Zatelli et al., 2003). De las diversas formas descritas de glomerulonefritis, las 

formas proliferativas difusas membranosa y mesangial son las más 

frecuentes, estando presente en el 100% de los perros del estudio llevado a 

cabo por Costa et al. (2003). En dicho estudio el 78,2% de los perros 

presentaban nefritis intersticial y en el 91% se detectó antígeno de 

Leishmania.  

Por último, la hipertensión sistémica puede estar presente en las 

fases iniciales de la enfermedad renal (Cortadellas et al., 2006). En un estudio 

realizado en perros con IRC se observó que la hipertensión sistémica acelera 

la progresión del fallo renal e incrementa el riesgo de desarrollar síndrome 

urémico así como la mortalidad (Jacob et al., 2003). 

A pesar de no haberse encontrado una relación clara entre la Lcan y 

la afección cardiorrespiratoria (Alves et al., 2010; Koutinas y Koutinas, 2014), 

se han descrito alteraciones en el ritmo cardiaco, poliarteritis necrotizante, 

granulomas y miocarditis no supurativa (Torrent et al., 2005; López-Peña et 

al., 2009). Alves et al. (2010) observaron infiltrados inflamatorios en corazón 

y pulmones en perros con leishmaniosis, y detectaron mediante citología la 

presencia de una baja carga de amastigotes en dichos órganos, aunque no 

hallaron signos de alteración cardiaca o pulmonar. En el estudio llevado a 

cabo por Cortadellas et al., (2006) las alteraciones cardiacas fueron el 

hallazgo sistémico más frecuente a consecuencia de la hipertensión 

sistémica, estando la hipertrofia ventricular izquierda presente en el 91,4% 

de los perros hipertensos con leishmaniosis. 

Las alteraciones respiratorias incluyen disnea, rinitis, descarga nasal 

mucocatarral, epistaxis, estertores respiratorios, siendo la más evidente la 
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neumonía intersticial crónica. En estados de inmunosupresión pueden 

observarse procesos inflamatorios bacterianos y fúngicos secundarios, y la 

neumonía adquiere un aspecto supurativo (Slappendel, 1988). 

El cuadro neurológico es poco frecuente (Saridomichelakis, 2009; 

Solano-Gallego et al., 2009). No obstante, la meningoencefalomielitis 

subyacente asociada con Lcan puede ser la responsable de varios signos 

neurológicos (convulsiones, dolor y rigidez de cuello, paraplegia) y suele ser 

consecuencia de meningitis granulomatosa y/o neutrofílica, granulomas en 

el sistema nervioso central, hemorragias medulares, vasculitis o infartos 

cerebrales (Garcia-Alonso et al., 1996; Viñuelas et al., 2001 Font et al., 2004; 

José-López et al., 2012). El depósito intersticial e intravascular de IgG y 

antígenos de Leishmania encontrados en el plexo coroideo de animales 

infectados con L. infantum sugiere que las barreras de filtración sangre-

líquido cefalorraquídeo y de los cuerpos ciliares están alteradas (Garcia-

Alonso et al., 1996). 

Mediante inmunohistoquímica se han hallado amastigotes de L. 

infantum en los nervios espinales, médula espinal, parénquima cerebral y 

plexo coroideo (Márquez, 2013), y más recientemente mediante qPCR en 

diferentes áreas cerebrales y cerebelo (Grano, 2014). En la mayoría de estos 

estudios se detectaron títulos elevados de anticuerpos anti-Leishmania en el 

líquido cefalorraquídeo.  

2.4. DIAGNÓSTICO  

Los objetivos por los que se realiza el diagnóstico de la infección por 

L. infantum son: 1) confirmar la enfermedad clínica y 2) detectar perros 

infectados clínicamente sanos que viven en zonas endémicas, para prevenir 

la transmisión de portadores subclínicos mediante transfusión de sangre, 

evitar la importación de perros infectados en zonas no endémicas y controlar 
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la respuesta al tratamiento (Solano-Gallego et al., 2011). El diagnóstico de 

infección no es sinónimo de diagnóstico de enfermedad, ya que la mayoría 

de los perros infectados no desarrollan la enfermedad (Baneth et al., 2008; 

Paradies et al., 2010; Solano-Gallego et al., 2011; Paradies et al., 2012) y los 

resultados obtenidos difieren considerablemente entre perros infectados 

clínicamente sanos y enfermos (Noli y Saridomichelakis, 2014). 

El diagnóstico de la Lcan es complejo, por la diversidad de signos 

clínicos, el amplio rango de alteraciones clinicopatológicas inespecíficas y las 

diferentes respuestas inmunitarias del perro frente a la infección (Solano-

Gallego et al., 2011). Por ello es necesario el uso integrado de todos los 

resultados que deben incluir: datos epidemiológicos, signos clínicos 

compatibles, alteraciones clinicopatólogicas, diagnóstico diferencial, así 

como el uso de más de una prueba diagnóstica específica para demostrar la 

infección (cultivo, citología, histopatología, inmunohistoquímica y técnicas 

moleculares) y la presencia de anticuerpos específicos IgG (serología) (Noli y 

Saridomichelakis, 2014). 

Las técnicas diagnósticas actuales carecen de una sensibilidad y 

especifidad del 100% y es esencial conocer en qué se basan, cuáles son sus 

limitaciones y su interpretación adecuada. (Solano-Gallego et al., 2009).  

2.4.1. Diagnóstico clínico 

2.4.1.1. Cuadro clínico 

La infección por L. infantum en perros susceptibles progresa durante 

un periodo de tiempo variable hacia un cuadro clínico que puede ser muy 

diverso (Tabla VI). Por lo tanto, no se pueden atribuir unos signos clínicos 

específicos a esta enfermedad. Esto es consecuencia de los numerosos 

mecanismos patogénicos existentes en la enfermedad, los diferentes 
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órganos afectados, así como de la individualidad de la respuesta inmunitaria 

desarrollada en el hospedador (Baneth et al., 2008). El periodo de incubación 

puede oscilar entre tres meses y siete años tras la picadura de un flebotomo 

infectado (Koutinas y Koutinas, 2014).  

Tabla VI. Porcentaje de aparición de signos clínicos presentes en perros con 
leishmaniosis por L. infantum. 

Signos clínicos Frecuencia (%) 

Generales: 
 Linfadenomegalia generalizada 
 Pérdida de peso 
 Caquexia 
 Astenia 
 Palidez de membranas mucosas 
 Esplenomegalia 
 Poliuria y polidipsia 
 Fiebre 
 Vómitos 
 Diarrea 

 
49-90 
2-78 
3-48 
8-33 
10-58 
10-56 
4-12 
4-36 
10 
13 

Cutáneos: 
 Dermatitis exfoliativa no prurítica, con o sin alopecia 
 Dermatitis erosiva-ulcerativa 
 Dermatitis nodular 
 Dermatitis papular 
 Dermatitis pustular 
 Hiperqueratosis nasal 
 Hiperqueratosis plantar 
 Onicogriposis 
 Pioderma bacteriana 

 
39,6-73,1 
15,3-40 
2-17 
0-1,6 
2-13 
0-27,5 
0-31 
8-71,1 
24 

Oculares: 
 Blefaritis 
 Queratoconjuntivitis (común o seca) 
 Uveítis anterior 

 
12 
10-20 
4-8 

Epistaxis 6-10 
Articulares 1-16 
Atrofia muscular 25 
Alteraciones vasculares (vasculitis, tromboembolismo arterial) No cuantificado 
Alteraciones neurológicas No cuantificado  

Información extraída de: Ciaramella et al., 1997; Koutinas et al., 1999; Blavier et al., 
2001; Koutinas et al., 2001; Solano-Gallego et al., 2001c; Baneth et al., 2008; Manna 
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et al., 2009; Shaw et al., 2009; Noli y Saridomichelakis, 2014 y Saridomichelakis y 
Koutinas, 2014.  

La linfadenomegalia periférica y las lesiones cutáneas, especialmente 

la dermatitis exfoliativa, deberían considerarse como las únicas 

manifestaciones clínicas presentes de manera consistente en al menos el 

50% de los casos (Noli y Saridomichelakis, 2014). Las lesiones cutáneas 

constituyen el signo clínico principal por el cual los propietarios acuden a la 

clínica veterinaria (50,6-65,3% de los casos), el hallazgo más frecuentemente 

en la exploración física (67-89% de los casos) y puede ser la única 

manifestación presente en la Lcan (Solano-Gallego et al., 2009; 

Saridomichelakis y Koutinas, 2014). 

Otros hallazgos clínicos incluyen la pérdida progresiva de peso y 

apetito, intolerancia al ejercicio, astenia, atrofia muscular (de los músculos 

temporales y generalizada), poliuria y polidipsia, esplenomegalia, vómitos y 

diarrea, lesiones oculares, artritis y cojeras (Solano-Gallego et al., 2009). En 

estados muy avanzados el animal presenta caquexia y puede llegar a morir 

como consecuencia de la enfermedad renal.  

En conclusión, y dada la enorme variabilidad de los signos clínicos 

citados, en zonas endémicas la observación de uno sólo de los signos clínicos 

señalados debería ser motivo suficiente para incluir la leishmaniosis en el 

diagnóstico diferencial (Miró y Molina, 2006). 

2.4.1.2. Alteraciones clinicopatológicas 

Los análisis de sangre son fundamentales, sobre todo en casos 

dudosos, y permiten conocer el estado general del animal y seguir la 

evolución clínica tras el tratamiento.  

En la Tabla VII se recogen los hallazgos clinicopatológicos más 

frecuentes en la Lcan. 
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Tabla VII. Porcentaje de aparición de alteraciones clinicopatológicas en la Lcan.  

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Información extraída de (Ciaramella et al., 1997; Koutinas et al., 1999; Koutinas et 
al., 2001; Solano-Gallego et al., 2001c; Baneth et al., 2008; Shaw et al., 2009). 

El hemograma suele caracterizarse por la presencia de anemia 

normocítica, normocrómica y no regenerativa, leucocitosis o leucopenia y 

trombocitopenia (Foglia Manzillo et al., 2013; Noli y Saridomichelakis, 2014). 

La anemia está presente en la mayoría de los perros con leishmaniosis 

debido a una insuficiencia renal crónica o reducción en la eritropoyesis, y en 

pocas ocasiones puede agravarse por pérdidas de sangre o la destrucción 

inmunomediada de glóbulos rojos (Ciaramella et al., 1997; Koutinas et al., 

1999). 

En una minoría de casos de Lcan se producen alteraciones en el perfil 

bioquímico hepato-renal, destacando la elevación de las enzimas hepáticas 

(como alanina aminotransferasa (ALT) o fosfatasa alcalina) y azotemia renal 

Alteración clinicopatológica Frecuencia 
(%) 

Anemia 22-73 

Leucocitosis 24 

Neutrofilia 24 

Linfopenia 44 

Trombocitopenia 22-44 

Hiperproteinemia 49-73 

Hipoalbuminemia 28-68 

Hiperglobulinemia 30-71 

Reducción ratio albúmina/globulinas 63-76 

Azotemia 12-24 

Incremento de enzimas hepáticas 16-26 

Proteinuria 46-72 
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(elevación de urea y creatinina) (Slappendel, 1988; Rallis et al., 2005; Reis et 

al., 2006a). 

Las alteraciones del proteinograma son muy comunes en la Lcan, 

especialmente en los estadios II, III y IV, y consisten en hiperproteinemia 

sérica con hiperglobulinemia e hipoalbuminemia, y por tanto inversión en el 

cociente albúmina/globulinas (A/G). Es frecuente observar gammapatía 

policlonal, mientras que la hiperglobulinemia beta policlonal es menos 

común (Slappendel, 1988; Rallis et al., 2005; Solano-Gallego et al., 2011; 

Freitas et al., 2012). 

En el urianálisis es frecuente hallar proteinuria glomerular 

persistente (cociente proteínas/creatinina urinaria (UPC ≥ 0,5) considerada 

un factor de riesgo importante en el desarrollo de alteraciones renales 

(Palacio et al., 1995; Pierantozzi et al., 2013). El UPC es la técnica más 

empleada para cuantificar el nivel de proteinuria.  

2.4.1.3. Diagnóstico diferencial 

El diagnóstico diferencial debería establecerse en animales enfermos 

que presenten un cuadro clínico compatible con Lcan y, sin embargo, los 

resultados de las pruebas diagnósticas sean dudosos o negativos.  

Entre las enfermedades con las que más frecuentemente hay que 

realizar el diagnóstico diferencial destacan todas aquellas que cursen con 

lesiones cutáneas (enfermedades autoinmunes, endocrinopatías, dermatosis 

parasitarias como demodicosis, sarna sarcóptica, dermatofitosis y dermatitis 

por picadura de pulgas), neoplasias y otras enfermedades vectoriales, como 

ehrlichiosis, hepatozoonosis, rickettsiosis, enfermedad de Lyme y babesiosis 

(Solano-Gallego et al., 2011; Bourdeau et al., 2014).  

Muchas de estas enfermedades, a su vez, pueden presentarse como 

procesos concomitantes en perros con Lcan, asociados a la inmunosupresión 
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o a la transmisión vectorial, pudiendo agravar el cuadro clínico del animal 

(Mozos et al., 1999; Cortese et al., 2006; De Tommasi et al., 2013; 2014). La 

enfermedad más frecuentemente asociada con la Lcan es la ehrlichiosis, 

observándose un daño tisular mayor y un incremento en el número de 

amastigotes de Leishmania detectados en piel de los perros coinfectados 

(Mekuzas et al., 2009; Andrade et al., 2014; Bourdeau et al., 2014).  

2.4.2. Diagnóstico parasitológico 

Es el método diagnóstico más fiable, ya que consiste en identificar el 

parásito en muestras del animal mediante visualización directa, por técnicas 

de biología molecular, o por xenodiagnóstico.  

Son métodos que suelen tener una elevada especificidad, pero la 

sensibilidad está condicionada por factores como la toma y tipo de muestra, 

la fase de la enfermedad y la carga parasitaria (Saridomichelakis et al., 2005; 

Moreira et al., 2007; Manna et al., 2009). 

La detección del parásito se realiza a partir de biopsias o aspirados 

de lesiones cutáneas y órganos hematopoyéticos (MO, LN, hígado y bazo) 

(Alvar et al., 2004; Saridomichelakis et al., 2005).  

2.4.2.1. Observación microscópica de L. infantum mediante citología 

La citología es una prueba diagnóstica concluyente, simple y que se 

puede emplear en las clínicas veterinarias debido a su bajo coste, el poco 

instrumental que requiere, la rápida obtención de resultados y la elevada 

especificidad, especialmente en perros con signos clínicos (Saridomichelakis 

et al., 2005; 2009). 

Consiste en la observación microscópica directa de amastigotes de 

Leishmania en extensiones del material aspirado, principalmente LN, MO o 
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piel, teñidas mediante métodos metacromáticos convencionales (Giemsa, 

May-Grunwald, Diff-Quick). Los amastigotes se observan en el interior del 

citoplasma de monocitos, neutrófilos o principalmente macrófagos (Fig. 10) 

o libres, como cuerpos ovalados de 2-4 micras de diámetro (Maia y Campino, 

2008). La sensibilidad de esta técnica depende de la experiencia del 

observador, la calidad del frotis, el número de campos visuales examinados y 

la carga parasitaria (Saridomichelakis et al., 2005; Miró et al., 2008). En 

perros con infección subclínica no se recomienda esta técnica por tener una 

baja sensibilidad (Otranto et al., 2009). 

 

Figura 10. Citología de médula ósea en un perro con leishmaniosis clínica. 
Obsérvense dos macrófagos con numerosos amastigotes de Leishmania 
intracelulares. Tinción de Giemsa, 100x. 

La muestra más empleada por los veterinarios clínicos para el 

diagnóstico microscópico es el aspirado de LN superficiales (Bourdeau et al., 

2014), y concretamente los LN poplíteos que constituyen la muestra más 

adecuada para la observación directa de amastigotes en animales con signos 

clínicos (Moreira et al., 2007). Se trata de un procedimiento mínimamente 

invasivo y poco complejo (Noli y Saridomichelakis, 2014). Sin embargo, en 
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animales sin linfadenomegalia la obtención de dicha muestra puede ser 

difícil (Otranto et al., 2009). 

La sensibilidad de esta técnica en biopsias de MO no es muy elevada, 

(60-75%), aunque es superior a la del LN (30-50%) (Alvar et al., 2004; Ferrer, 

1999). Por el contrario, Saridomichelakis et al. (2005) describen una 

sensibilidad mayor en LN (92,6%) que en MO (88,2%), siendo ambas más 

elevadas en perros con cuadro clínico, y una especificidad del 100% en 

ambas. Mylonakis et al. (2005) hallaron amastigotes de L. infantum en 

aspirados de LN en el 96,9% de los perros enfermos y en el 25% en perros 

infectados clínicamente sanos.  

La citología de piel debe considerarse únicamente cuando haya 

lesiones cutáneas de las que puedan tomarse muestras (p.e. úlceras, nódulos 

y pápulas) (Michalsky et al., 2007; Lombardo et al., 2014), ya que el análisis 

microscópico de los raspados cutáneos superficiales se ve dificultado por la 

presencia de artefactos en la muestra (Gramiccia, 2011). 

2.4.2.2. Cultivo en medio específico 

Existen medios de cultivo monofásicos como el Schneider´s 

Drosophila o RPMI, comercialmente disponibles, pero poco efectivos para el 

aislamiento del parásito (Gramiccia, 2011). El medio de cultivo más idóneo es 

el NNN, no comercializado, consistente en una mezcla de agar-sangre de 

conejo al 15% con una fase líquida proveniente del agua de condensación 

originada al solidificarse el medio. Se inoculan 1 ó 2 gotas de la muestra 

biológica (aspirado o fragmento de órgano homogeneizado) en el medio 

específico y se incuba a una temperatura de 22˚- 26˚C. En los cultivos, las 

leishmanias pasan de la forma intracelular (amastigote) a la forma 

extracelular (promastigote). Los cultivos se observan semanalmente, 

pudiendo visualizarse los promastigotes a partir de la primera semana, 
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aunque pueden requerirse resiembras semanales en medio fresco para 

conseguir su aislamiento. Un cultivo se considera negativo si no se observan 

promastigotes tras cuatro pases sucesivos (Maia y Campino, 2008). 

Esta técnica es ligeramente más sensible que la observación 

microscópica, especialmente cuando se emplea LN, MO y bazo (Maia et al., 

2009). En este último se han obtenido mejores resultados, con una 

sensibilidad de hasta el 97,9% (Barrouin-Melo et al., 2004; Maia et al., 2009; 

2010). Sin embargo, la toma de muestra de bazo se evita ya que es un 

procedimiento mucho más invasivo que obtener aspirados de LN o MO. En el 

estudio llevado a cabo por Lombardo et al. (2014), únicamente el 33% de los 

perros resultaron positivos por cultivo de lesiones papulares, mientras que el 

61,5% y el 93,3% fueron positivos mediante citología y qPCR, 

respectivamente, indicando una menor sensibilidad del cultivo respecto a las 

otras técnicas empleadas en dichas lesiones cutáneas. 

A pesar de que esta técnica posee una especificidad del 100%, no se 

emplea de manera rutinaria debido a que es muy laboriosa, requiere mayor 

tiempo para obtener resultados y presenta riesgo de contaminación, ya que 

la toma de muestra se debe realizar asépticamente y la siembra en el medio 

de cultivo en condiciones de esterilidad. Principalmente se utiliza en 

investigación y estudios epidemiológicos que requieren el aislamiento del 

parásito para su posterior identificación isoenzimática (Maia y Campino, 

2008; Miró et al., 2008; de Almeida et al., 2011; Solano-Gallego et al., 2011).  

2.4.2.3. Aislamiento en animales de laboratorio 

Esta técnica es de utilidad para obtener aislados de Leishmania de 

difícil crecimiento o a partir de inóculos contaminados. El modelo 

experimental más empleado es el criceto (Mesocricetus auratus) (Maia y 

Campino, 2008). El inóculo se puede inyectar por vía intraperitoneal, i.v., 
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subcutánea (s.c.), i.d. e intracardiaca. La eutanasia se realiza a los 60 días p.i. 

para el aislamiento de los parásitos a partir de muestras de hígado o de bazo 

(Alvar et al., 2004).  

2.4.2.4. Xenodiagnóstico 

Esta técnica se basa en detectar y aislar el patógeno a partir de 

flebotomos alimentados sobre el hospedador objeto de diagnóstico. Con 

fines experimentales, sirve para evaluar la infectividad de aislados de 

Leishmania o la capacidad infectante de perros enfermos tratados con 

diferentes fármacos (Molina et al., 1994; 2001; 2006; Miró et al., 2011a). El 

perro sospechoso, previamente sedado, se expone a la picadura del 

flebotomo durante una hora aproximadamente, con el fin de demostrar la 

presencia de promastigotes en el tubo digestivo de los flebotomos 

alimentados mantenidos en laboratorio mediante la observación 

microscópica o bien del ADN de Leishmania por técnicas moleculares (Molina 

et al., 1994; Gramiccia, 2011).  

En Europa se utilizan especies del género Phlebotomus, 

fundamentalmente, P. perniciosus (Bongiorno et al., 2013; Ben Slimane et al., 

2014), mientras que en Sudamérica se ha empleado su vector natural L. 

longipalpis (Molina et al., 1994; Travi et al., 2001; Miró et al., 2011; 

Fernandes et al., 2014).  

A pesar de la especificidad y sensibilidad indiscutible de este método, 

únicamente es aplicable en laboratorios altamente especializados que 

dispongan de un insectario con colonias de flebotomos bien establecidas 

(Maia y Campino, 2008).  
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2.4.2.5. Histopatología 

Los amastigotes de Leishmania también pueden observarse en cortes 

histológicos de biopsias de piel o cualquier otro órgano infectado teñidos con 

hematoxilina y eosina. Aunque los amastigotes no se reconocen fácilmente 

(Roura et al., 1999; Xavier et al., 2006), puede sospecharse de una infección 

por Leishmania ante la presencia de una inflamación piogranulomatosa, 

granulomatosa o linfoplasmocitaria en el tejido observado (Petanides et al., 

2008; Koutinas y Koutinas, 2014), así como ante una hiperplasia reactiva de 

los LN (Lima et al., 2004; Giunchetti et al., 2008b; Lombardo et al., 2014). 

2.4.2.6. Inmunohistoquímica 

Las técnicas de inmunohistoquímica, como la inmunoperoxidasa o la 

inmunofluorescencia directa de muestras tisulares, pueden ayudar a 

identificar o confirmar la presencia de parásitos, particularmente en órganos 

con baja carga parasitaria o cuando los parásitos no son identificables de 

forma clara mediante microscopía óptica (Maia y Campino, 2008). Se trata de 

un método mucho más sensible que la histología, especialmente en 

muestras de LN (Moreira et al., 2007).   

Al igual que las técnicas anteriores, requiere laboratorios e 

instalaciones especiales, de elevado coste, y personal cualificado para llevar 

a cabo tanto la técnica como la lectura  de las preparaciones. Además, es 

probable la interpretación errónea dando lugar a resultados falsos positivos 

(los amastigotes pueden confundirse con artefactos) y a falsos negativos (la 

sensibilidad depende de la carga parasitaria) (Baneth y Aroch, 2008). 
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2.4.2.7. Diagnóstico molecular: Reacción en cadena de la polimerasa  

La detección de ADN de Leishmania en tejidos mediante PCR permite 

un diagnóstico sensible y específico, detectando la infección antes que la 

seroconversión (Strauss-Ayali et al., 2004; Coura-Vital et al., 2011).  

La técnica de PCR consiste en la amplificación in vitro de una 

secuencia específica de nucleótidos del ADN de Leishmania extraído a partir 

de muestras biológicas. Se emplean secuencias de oligonucleótidos 

(cebadores o primers) que se unen específicamente al ADN que flanquea una 

región de interés o secuencia diana, la cual es amplificada mediante una 

ADN-polimerasa termoestable. A partir de una molécula de ADN de doble 

cadena se obtienen aproximadamente 109 copias tras 30 ciclos de 

amplificación. El producto obtenido de la PCR puede entonces visualizarse 

mediante electroforesis en gel de agarosa y posterior tinción con bromuro de 

etidio o hibridación con sonda marcada.  

Aunque existen diferentes genes diana (p.e. la subunidad pequeña 

del ARN ribosómico (SSUrRNA) y el espaciador interno transcrito 1 del ADN 

ribosómico (ITS1), generalmente se amplifican fragmentos de la secuencia 

minicircular del ADN del kinetoplasto (kDNA), que está presente en 

aproximadamente 10.000 copias por parásito, lo que incrementa 

notoriamente la sensibilidad de la técnica (Lachaud et al., 2002b; Miró et al., 

2008). Al igual que otros protozoos del orden Kinetoplastida, Leishmania spp. 

posee una red compleja de moléculas de ADN circular concentrado (kDNA) 

en el interior de su única mitocondria. El kinetoplasto se encuentra dentro de 

la membrana mitocondrial y su ADN representa aproximadamente el 20% de 

todo el ADN del parásito. Está formado por una red de moléculas circulares, 

los maxicírculos, (30-50 copias/parásito), con 20-40 kilobases (kb) de 

longitud, y los minicírculos, (10.000-20.000 copias/parásito) de 1 kb de 
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longitud (Rodgers et al., 1990). El elevado número de copias de minicírculos, 

que conforman el 95% de la estructura, y la existencia de una región muy 

conservada, de 120-200 pares de bases (pb), entre especies ha permitido su 

aplicación en el diagnóstico (Rodgers et al., 1990). 

La región variable del gen SSUrRNA presenta un bloque de secuencia 

conservado para todo el género Leishmania al mismo tiempo que presenta 

diferencias con otros organismos (Meredith et al., 1993; Simpson et al., 

2002). Este gen se encuentra repetido aproximadamente 160 veces en el 

genoma de Leishmania (Van Eys et al., 1992), lo que garantiza una elevada 

sensibilidad de la PCR. 

2.4.2.7.1. Tipos de muestras: 

Debido al tropismo variable del parásito por los diferentes tejidos, la 

sensibilidad de la técnica varía entre ellos (Maia y Campino, 2008) y no se ha 

alcanzado ningún consenso sobre cuál es la muestra de elección (Lombardo 

et al., 2012; Almeida et al., 2013).  

 Las muestras en las que se ha observado una mayor sensibilidad 

incluyen la MO, el LN, el bazo, la piel y la conjuntiva, mientras que la 

sensibilidad es menor en sangre, capa leucocitaria y orina (Solano-Gallego et 

al., 2011).  

Las muestras pueden obtenerse de forma más o menos invasiva: 

a) Muestras invasivas 

 Aspirados de médula ósea: La PCR de MO continúa siendo actualmente 

la técnica de referencia en el diagnóstico parasitológico de L. infantum, 

debido a su elevada sensibilidad y especificidad y a que puede llevarse a 

cabo en animales sin LN palpables (Maia y Campino, 2008; Maia et al., 

2009; Solano-Gallego et al., 2009; Carvalho Ferreira et al., 2014). La carga 
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parasitaria en esta muestra es mucho mayor que la encontrada en otros 

tejidos (Ferreira et al., 2013), existiendo una correlación positiva con los 

signos clínicos.  

 Aspirados de linfonódulo: junto con la MO supone la muestra de 

elección para confirmar la presencia del parásito debido a su elevada 

sensibilidad (Manna et al., 2004; Miró et al., 2008; Maia et al., 2009), 

pudiendo alcanzar el 100% en animales con signos clínicos y el 95,65% en 

animales clínicamente sanos (Moreira et al., 2007).  

 Bazo: El bazo es un órgano diana para la multiplicación de Leishmania, 

por lo que posee una elevada sensibilidad, de hasta el 95% (Solcà et al., 

2014). Sin embargo, el aspirado de bazo no se emplea de manera 

rutinaria ya que es una técnica altamente invasiva y laboriosa. Solcà et 

al. (2014) encontraron una correlación positiva entre la carga parasitaria 

en bazo y el número de signos clínicos presentes en los perros.  

 Piel: Diversos estudios en los que se ha llevado a cabo la PCR sobre 

lesiones cutáneas (p.e. pápulas) han encontrado entre un 65% y un 

93,3% de perros positivos, con cargas parasitarias elevadas en algunas 

lesiones (Strauss-Ayali et al., 2004; Lombardo et al., 2014). Manna et al., 

(2004) y Carvalho-Ferreira et al. (2014) describen una sensibilidad de la 

PCR superior al 95% sobre biopsias de piel, independientemente de la 

presencia de lesiones cutáneas. La biopsia de piel consiste en un 

procedimiento invasivo, relativamente doloroso, que requiere una 

manipulación aséptica y conlleva un sangrado posterior (Carvalho-

Ferreira et al., 2014). 

 Sangre: Los resultados obtenidos mediante PCR en sangre son 

controvertidos y las sensibilidades descritas varían mucho entre estudios 

(55-100%) (Nunes et al., 2007; Carvalho Ferreira et al., 2014). Algunos 

problemas asociados al uso de sangre en el diagnóstico de Lcan son la 

presencia de inhibidores de PCR, variaciones en la parasitemia y baja 
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sensibilidad (Lachaud et al., 2002a; Strauss-Ayali et al., 2004; Ferreira et 

al., 2008). Sin embargo, otros estudios muestran buenos resultados (Fisa 

et al., 2001; Manna et al., 2004; de Paiva Cavalcanti et al., 2009; Carvalho 

Ferreira et al., 2014). Francino et al. (2006) sugieren que el diagnóstico 

de la infección puede realizarse mediante qPCR en sangre debido a que 

esta técnica puede detectar parasitemias extremadamente bajas. 

b) Muestras no invasivas:  

 Hisopos de conjuntiva (HC): han mostrado resultados muy 

prometedores en el diagnóstico molecular no invasivo de la Lcan, con 

una elevada sensibilidad (superior al 80%) (Strauss-Ayali et al., 2004 ; 

Ferreira et al., 2008; Pilatti et al., 2009; Gramiccia et al., 2010; Carvalho 

Ferreira et al., 2014) y una especificidad del 100% (Strauss-Ayali et al., 

2004); incluso en animales seronegativos (Gramiccia et al., 2010; Leite et 

al., 2010; 2011) y en áreas no endémicas (Geisweid et al., 2013). Tras la 

infección, las leishmanias pueden alcanzar la región ocular mediante 

diseminación hemática (Reithinger et al., 2002a), pudiendo estar el 

tejido linfoide asociado a la conjuntiva infiltrado con histiocitos que 

albergan parásitos (Strauss-Ayali et al., 2004). Martínez et al. (2011) 

proponen el HC como tejido de elección en perros con alteraciones 

oculares, y para el diagnóstico temprano de la infección, ya que se 

obtienen valores positivos antes que con la serología (Strauss-Ayali et al., 

2004; Quaresma et al., 2009; Belinchón-Lorenzo et al., 2013). Lombardo 

et al. (2012) y Geisweid et al. (2013) observaron una sensibilidad similar 

entre HC y LN, mientras que de Almeida Ferreira et al. (2012) mostraron 

una sensibilidad comparable entre HC y MO.  

Recientemente se ha valorado la eficacia de la PCR de HC en el 

diagnóstico de la infección por Leishmania spp. en gatos de Brasil y 
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Grecia, resultando el 13,5% (Oliveira et al., 2015) y 3,1% (Chatzis et al., 

2014) de los gatos positivos, respectivamente.    

 Hisopos de mucosa oral (HO): La PCR de HO muestra una baja 

sensibilidad en los estudios realizados recientemente en Europa, tanto 

en perros enfermos como clínicamente sanos (Lombardo et al., 2012; 

2014; Solano-Gallego et al., 2013). En contraposición, en un estudio 

realizado en Brasil encontraron una buena sensibilidad, posiblemente 

incrementada por la inclusión de perros con lesiones en la mucosa oral 

(Ferreira et al., 2013). Las rutas a través de las cuales Leishmania puede 

alcanzar la cavidad oral incluyen el tejido linfoide tonsilar, las glándulas 

salivales, tejido periodontal, gingival u otros tejidos orales (Duncan et al., 

2007). 

 Hisopos de mucosa nasal y oído: Ambos tejidos fueron analizados 

mediante PCR convencional directa (cPCR) y qPCR por Ferreira et al. 

(2013). Los hisopos de exudado ótico mostraron baja sensibilidad y carga 

parasitaria, así como un bajo rendimiento y pureza en el ADN extraído. 

Los hisopos de mucosa nasal mostraron un potencial elevado para el 

diagnóstico molecular cualitativo.  

 Pelo: Se ha demostrado la presencia de kDNA de L. infantum en el pelaje 

de animales infectados (Belinchón-Lorenzo et al., 2013; Muñoz-Madrid 

et al., 2013). Se recomienda analizar al menos dos localizaciones (cabeza, 

tronco, extremidades o zona dorsolumbar). Según los autores, la 

presencia de L. infantum en el pelo podría deberse a su incorporación 

directa en las células foliculares, durante el proceso de queratinización, 

por la inflamación local/dermatitis, o bien mediante migración desde la 

corriente sanguínea (Belinchón-Lorenzo et al., 2013).  
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 Orina: Se ha detectado la presencia de ADN de L. infantum en la orina de 

perros con infección natural (Franceschi et al., 2007; Solano-Gallego et 

al., 2007a; Manna et al., 2008c), aunque con menor sensibilidad que la 

PCR de MO, LN y sangre. Mientras que Manna et al. (2008c) y Solano-

Gallego et al. (2007a), encontraron una asociación entre perros con 

insuficiencia renal y la presencia de ADN en orina mediante qPCR, 

Franceschi et al. (2007), empleando cPCR, no observaron dicha 

asociación. No obstante, podría ser útil para valorar la carga parasitaria 

en perros tratados con insuficiencia renal y para monitorizar el daño 

renal (Solano-Gallego et al., 2007a).  

La eficacia de la técnica de PCR dependerá de una serie de factores 

entre los que se incluyen los cebadores empleados, número de copias de la 

secuencia diana, el método de extracción de ADN, el tipo de muestra 

biológica y el protocolo de la técnica PCR (Alvar et al., 2004; Baneth y Aroch, 

2008; Miró et al., 2008).  

2.4.2.7.2. Tipos de PCR 

a) PCR convencional directa 

El resultado de una cPCR es una variable discreta con dos posibles 

valores: positivo o negativo, e incluso muestras con diferencias en la carga 

parasitaria de hasta cinco órdenes de magnitud son positivas en la cPCR. Esta 

técnica presenta algunos inconvenientes como la necesidad de analizar 

mediante electroforesis los productos amplificados, y no permitir la 

cuantificación del ADN obtenido, viéndose reducida su utilidad cuando se 

requiere una monitorización precisa de la carga parasitaria. Esta técnica ha 

sido ampliamente utilizada en el diagnóstico de la Lcan, aunque actualmente 

se está viendo reemplazada por la qPCR (Francino et al., 2006).  
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b) PCR anidada  

Es una variación de la cPCR en la que se emplean dos grupos de 

cebadores en dos reacciones de PCR sucesivas, estando la segunda reacción 

destinada a amplificar el producto obtenido en la primera reacción de PCR, 

reduciendo así la posible contaminación por uniones inespecíficas de los 

cebadores e incrementando la sensibilidad y la especificidad (Fisa et al., 

2001; Cruz et al., 2013; da Silva et al., 2013).  

c) PCR cuantitativa en tiempo real  

La qPCR está reemplazando a la cPCR y la nPCR en el diagnóstico y 

seguimiento de muchas enfermedades, ya que realiza detecciones muy 

sensibles, rápidas, precisas y reproducibles de ADN específico presente en la 

muestra analizada (Francino et al., 2006; de Morais et al., 2013; Carvalho 

Ferreira et al., 2014). Los procesos de amplificación y detección se producen 

de manera simultánea en el mismo vial cerrado, no requiriendo 

manipulación posterior, y por tanto, disminuyendo considerablemente el 

riesgo de contaminación. 

Existen dos tipos de detección por fluorescencia: agentes 

intercalantes y sondas específicas marcadas con fluorocromos. 

 Los agentes intercalantes son fluorocromos que aumentan 

notablemente la emisión de fluorescencia al unirse al ADN de doble 

hélice. El más empleado es SYBR Green I (de Paiva Cavalcanti et al., 2009; 

Quaresma et al., 2009; de Almeida Ferreira et al., 2012). El incremento 

de ADN de cada ciclo se refleja en un aumento proporcional de la 

fluorescencia emitida. Sus principales ventajas son la fácil optimización 

de las condiciones de la reacción y un menor coste respecto a las sondas 

específicas.  
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 Las sondas de hibridación específicas están marcadas con dos tipos de 

fluorocromos, un donador y un aceptor. El proceso se basa en la 

hibridación y la transferencia de energía fluorescente de sondas internas 

con el fragmento amplificado. El empleo de sondas garantiza la 

especificidad de la detección y permite identificar polimorfismos o 

mutaciones puntuales. Las sondas más utilizadas son los cebadores 

fluorescentes o “molecular beacons” (Poot et al., 2005), las sondas de 

hibridación o sondas FRET (Solano-Gallego et al., 2007a) y las sondas de 

hidrólisis o Taqman®.  

La metodología Taqman® proporciona una elevada sensibilidad y se está 

aplicando recientemente en el diagnóstico y seguimiento post-

tratamiento de Lcan (Pennisi et al., 2005b; Francino et al., 2006; Dantas-

Torres et al., 2011; Belinchón-Lorenzo et al., 2013; Tellevik et al., 2014). 

(Fig. 11). 

 
 

Figura 11. PCR en tiempo real con sonda Taqman. Curva para la cuantificación de L. 
infantum en escala logarítmica en la que se muestra el valor umbral determinado 
automáticamente por el software. RFU: Unidades de fluorescencia relativa.  

Valor umbral  
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Existen dos estrategias de cuantificación del ADN diana: 1) 

cuantificación absoluta: relaciona la señal obtenida con la qPCR a una curva 

de calibración externa o curva estándar (Fig. 12), obtenida mediante la 

amplificación paralela de una serie de concentraciones conocidas de una 

secuencia de ADN de referencia; y 2) cuantificación relativa: no requiere 

estándares con concentraciones determinadas. Compara los niveles de 

expresión de un gen en estudio con uno o más genes de referencia 

(housekeeping) (Manna et al., 2009). 

 

Figura 12. Curva estándar obtenida con qPCR de L. infantum y sonda Taqman.   

2.4.3. Diagnóstico inmunológico  

Las técnicas inmunológicas empleadas en el diagnóstico de la Lcan 

permiten valorar la respuesta inmunitaria humoral y celular.  
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2.4.3.1. Análisis de la respuesta inmunitaria humoral 

El diagnóstico inmunológico de la Lcan se basa principalmente en la 

detección de IgG frente al parásito. La muestra más habitual para la 

detección de estos anticuerpos específicos anti-Leishmania es el suero, 

donde además sus concentraciones se correlacionan positivamente con el 

cuadro clínico y la parasitemia (Reis et al., 2006c; Rodríguez-Cortés et al., 

2007a; Teixeira Neto et al., 2010). Aunque se han empleado otras muestras 

menos invasivas, como la orina (Solano-Gallego et al., 2003b; Todolí et al., 

2009) o el líquido cefalorraquídeo (Lima et al., 2003) su sensibilidad es 

inferior a la del suero. La sensibilidad del diagnóstico serológico es muy 

elevada, debido a la respuesta inmune humoral exagerada (no protectora) 

en perros enfermos. 

Algunos autores han estudiado el papel de otras inmunoglobulinas 

en el diagnóstico de Lcan, así como de las subclases IgG1 e IgG2, aunque, los 

resultados muestran divergencias entre estudios. Solano-Gallego et al. 

(2001c) hallaron una correlación positiva mayor entre las concentraciones 

de IgG2 y la presencia de cuadro clínico en comparación con IgG1. A su vez, 

de Freitas et al., (2012) observaron que la presencia de enfermedad se 

correlaciona de forma positiva con IgG2 e IgM, de manera negativa con IgG 

totales, IgG1 e IgGA, y no se halló correlación con IgE.   

Un nivel elevado de anticuerpos junto con un cuadro clínico 

compatible suele ser suficiente para establecer el diagnóstico definitivo de la 

Lcan (Solano-Gallego et al., 2009). No obstante, la presencia de niveles bajos 

de anticuerpos puede observarse en perros con una respuesta celular 

específica, siendo necesario la realización de pruebas diagnósticas 

complementarias para confirmar o descartar enfermedad (Noli y 

Saridomichelakis, 2014) (Fig. 14). 
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Una de las mayores desventajas de las técnicas serológicas la 

constituyen las reacciones cruzadas frente a otros patógenos, que pueden 

reducir notablemente la especificidad, principalmente Trypanosoma cruzi en 

el sur de Estados Unidos (Petersen et al., 2009) centro y sur de América, y 

otras especies de Leishmania, como L. braziliensis, L. mexicana, etc. (Ferreira 

et al., 2007; Porrozzi et al., 2007). Menos clara es la reacción cruzada con 

otros patógenos menos similares, como Ehrlichia canis, Anaplasma 

phagocytophilum, Rickettsia conorii, Toxoplasma gondii, Babesia canis, 

Neospora caninum y Hepatozoon canis (Solano-Gallego et al., 2014).   

Existen diversas técnicas serológicas para el diagnóstico de la Lcan, 

las cuales se pueden dividir en cualitativas y cuantitativas:  

- Técnicas serológicas cuantitativas: son apropiadas para el diagnóstico en 

la clínica veterinaria y el seguimiento del tratamiento, aunque debe 

llevarse a cabo en laboratorios especializados (Bourdeau et al., 2014). La 

Figura 13 recoge un árbol de decisiones a seguir partiendo del resultado 

obtenido mediante serología cuantitativa en el diagnóstico de Lcan. 
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Figura 13. Algoritmo de diagnóstico en perros con signos clínicos y/o alteraciones 
clinicopatológicas compatibles con leishmaniosis. Extraído y adaptado de Solano-
Gallego et al. (2009). 

Destacan las siguientes técnicas:  

a) Inmunofluorescencia indirecta (IFI): Es la técnica diagnóstica más 

empleada de manera rutinaria por los veterinarios clínicos (Bourdeau 

et al., 2014) y ha sido considerada tradicionalmente la técnica de 

referencia para el diagnóstico serológico de Lcan por la Organización 

Mundial de Sanidad Animal (OIE) debido a su alta sensibilidad y 

especificidad (Maia y Campino, 2008). Sus inconvenientes son la 

subjetividad de la lectura, la necesidad de emplear un microscopio 

de fluorescencia y la pérdida de sensibilidad en animales infectados 

clínicamente sanos (Mettler et al., 2005). No obstante, tanto la 

metodología como la interpretación son bastante homogéneos, 
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permitiendo comparar los resultados obtenidos por diferentes 

laboratorios.  

La técnica se basa en emplear como fuente antigénica una 

suspensión de promastigotes completos de Leishmania fijados en un 

portaobjetos de cristal al que se añaden diluciones seriadas del suero 

problema. La fijación de los anticuerpos específicos sobre el parásito 

se visualiza mediante un conjugado de anti-inmunoglobulinas 

caninas marcadas con isotiocianato de fluoresceína a través de un 

microscopio de fluorescencia (Fig. 14). No existe un acuerdo entre 

los laboratorios sobre el punto de corte de la técnica de IFI, el cual 

puede oscilar entre 1:40 y 1:320 (Gramiccia, 2011). En general, se 

consideran títulos elevados aquéllos que superen entre 2 y 4 veces el 

punto de corte indicado por el laboratorio de referencia (Paltrinieri 

et al., 2010). En los casos dudosos, la fiabilidad del resultado 

aumenta si se realizan varias determinaciones con intervalos de 30-

45 días, en los que se observará una seroconversión, o si se realizan 

dos técnicas diferentes (Ferrer et al., 1995). 

 

Figura 14. Promastigotes de L. infantum detectados mediante inmunofluorescencia 
indirecta. 
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b) ELISA (Enzimoinmunoensayo): es un test específico cuya sensibilidad 

es superior a la técnica de IFI (Rodríguez-Cortés et al., 2013; Solano-

Gallego et al., 2014). La sensibilidad y especificidad pueden oscilar 

entre 80 y 99,5% y entre 81 y 100%, respectivamente (Marcondes et 

al., 2011a). Para la realización de esta técnica se han utilizado 

diversos antígenos que pueden clasificarse en cuatro grupos según 

su naturaleza: extractos de amastigotes solubles o completos, 

proteínas recombinantes y proteínas purificadas (Solano-Gallego et 

al., 2014). La especificidad y sensibilidad se ven afectadas por el tipo 

de antígeno seleccionado (Mettler et al., 2005; Maia y Campino, 

2008). La sensibilidad puede mejorarse usando antígenos múltiples 

(Mancianti et al., 1995) o amastigotes como fuente antigénica, en 

lugar de promastigotes, para la detección de anticuerpos tanto en 

perros enfermos como clínicamente sanos (Santarém et al., 2010).  

Uno de los antígenos más empleados es el antígeno 

recombinante rK39 de L. chagasi, que contiene una secuencia 

repetida de 39 aminoácidos y es un potente inmunógeno de 

linfocitos B, lo que ha sido aprovechado para desarrollar técnicas 

diagnósticas a partir de la forma recombinante del antígeno (rK39). 

Diversos estudios serológicos muestran su elevada sensibilidad en el 

diagnóstico de la Lcan (Mettler et al., 2005; Otranto et al., 2005; 

Porrozzi et al., 2007), aunque la respuesta humoral en perros frente 

a este antígeno no es tan dominante como en humanos.   

Sus principales ventajas son la automatización, lo que 

permite procesar un gran número de muestras simultáneamente, así 

como una lectura espectrofotométrica objetiva y, al igual que la 

técnica de IFI, permite cuantificar títulos de anticuerpos específicos. 

Se han desarrollado diversas variantes del método clásico 

(ELISA competitivo, Dot-ELISA, FAST-ELISA) que son de gran utilidad 
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en los estudios de campo por su simplicidad, rapidez de ejecución y 

sensibilidad, y en los estudios epidemiológicos en áreas endémicas 

de Lcan. 

c) Test de aglutinación directa (DAT): Emplea promastigotes completos 

y teñidos, bien en suspensión o en forma liofilizada para la detección 

de la respuesta humoral frente a los antígenos de superficie de 

Leishmania. Es un método barato, relativamente simple y de fácil 

manejo, lo que lo hace útil en estudios de campo y en laboratorio 

(Meredith et al., 1995; Cardoso et al., 2004). Su sensibilidad es de 93-

97,7% y su especificidad del 95% (Schallig et al., 2004; Ferreira et al., 

2007). Una de las limitaciones de esta técnica es el periodo de 

incubación relativamente largo (18 horas) y la necesidad de realizar 

diluciones seriadas de suero. 

Una variante del DAT es el test de aglutinación rápida de 

cribado (FAST), que combina una concentración mayor de parásito 

con un volumen de ensayo menor, por lo que requiere una única 

dilución de la muestra y una lectura en menor tiempo (3 

horas),siendo muy útil para estudiar poblaciones grandes de perros 

(Schallig et al., 2002). Se han obtenido sensibilidades y 

especificidades de 93,6-97,7% y 89-93% (Schallig et al., 2002; 2004). 

d) Inmunoblotting: detecta anticuerpos frente a fracciones antigénicas 

específicas del parásito. Se ha empleado para evaluar la fase de la 

infección en la que se encuentra el animal y la respuesta al 

tratamiento (Fernández-Pérez et al., 1999; Lasri et al., 2003). Posee 

una sensibilidad superior a la de la técnica de IFI y es capaz de 

discriminar fases tempranas de la enfermedad en animales con 

resultados negativos mediante IFI y ELISA (Aisa et al., 1998; 

Fernández-Pérez et al., 1999). Sin embargo, no se realiza 

rutinariamente en el diagnóstico de la Lcan ya que requiere personal 
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especializado y un laboratorio de investigación, siendo su aplicación 

principal validar otras técnicas (Ferroglio et al., 2007). 

e) Citometría de flujo: es una técnica rápida y precisa que permite 

cuantificar, examinar y clasificar partículas microscópicas 

suspendidas en una corriente de fluido, como IgG frente a 

promastigotes de Leishmania (Maia y Campino, 2008). Posee una 

sensibilidad (95-100%) y especificidad (100%) altas (Andrade et al., 

2009; Ker et al., 2013) y ha demostrado su utilidad en el diagnóstico 

de animales vacunados, infectados y no infectados.  

- Técnicas serológicas cualitativas: existen diversos análisis 

inmunocromatográficos o dipsticks y cada uno difiere en el antígeno y 

reactivo empleado (Paltrinieri et al., 2010). Fundamentalmente se basan 

en el antígeno rK39, disponible en el mercado en la forma de tiras de 

papel de nitrocelulosa impregnadas del antígeno (Mettler et al., 2005; 

Otranto et al., 2005). Dichos kits son fáciles de usar y rápidos, lo que 

permite una actuación inmediata del veterinario, siendo muy útiles en 

estudios de campo. El 37% de los veterinarios lo utilizan de manera 

rutinaria (Bourdeau et al., 2014). A pesar de presentar una especificidad 

media-alta, su sensibilidad oscila entre 30-70% (Reithinger et al., 2002b; 

Rodríguez-Cortés et al., 2013; Solano-Gallego et al., 2014), lo que 

incrementa el número de resultados falsos negativos al ser incapaces de 

detectar perros con niveles bajos de anticuerpos, por lo que en casos 

sospechosos con resultados negativos debería realizarse un método 

serológico cuantitativo (Solano-Gallego et al., 2011). En cambio, algunos 

autores encuentran una sensibilidad alta (94,7% y 97,06%) con algunos 

de estos kits comerciales, como es el caso del SNAP® Canine Leishmania 

Antibody Test Kit (IDDEX) y el rK39 dipstick, respectivamente (Marcondes 

et al., 2011a). 
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Recientemente, se ha recomendado el empleo de Speed Leish K® 

(Virbac, Francia), un test cualitativo rápido, para realizar cribados frente 

a L. infantum previa vacunación con CaniLeish® (Virbac, Francia). Los 

fabricantes recomiendan vacunar únicamente aquellos perros con 

resultados negativos en Speed Leish K®, ya que la eficacia de la vacuna 

ha sido evaluada exclusivamente en perros libres de infección por L. 

infantum. Solano-Gallego et al. (2014) observaron una sensibilidad baja 

(63,6%) con este test, y proponen otros métodos más sensibles para 

decidir qué perros pueden ser vacunados. Por el contrario, Ferroglio et 

al. (2013) obtienen una sensibilidad del 96,3% con Speed Leish K®, en 

relación a la técnica de IFI.  

2.4.3.2. Análisis de la respuesta inmunitaria celular 

La respuesta inmunitaria celular específica frente a Leishmania en 

perros es un indicador crucial de una respuesta protectora Th1 (Fernández-

Bellon et al., 2005; Paltrinieri et al., 2010). De momento estas técnicas están 

poco estandarizadas y sólo son aplicables en investigación.  

Las principales pruebas de estudio de la inmunidad celular se pueden 

dividir en métodos in vivo (test de hipersensibilidad retardada) y  métodos ex 

vivo (estudio de linfoproliferación y detección de IFN-). 

- Test de hipersensibilidad retardada o Test de Montenegro: (Leishmanin 

Skin Test o Delayed Hipersensitivity Test –DTH) se basa en la inoculación 

intradérmica de una solución salina-fenolada de promastigotes 

inactivados, denominada leishmanina, y la posterior lectura a las 48-72 

horas. Los perros que presenten un resultado positivo mediante la 

formación de un nódulo o induración de diámetro mayor o igual a 5 mm 

se consideran resistentes y con una respuesta inmunitaria celular activa 

(Pinelli et al., 1994; Cardoso et al., 1998; Solano-Gallego et al., 2001b). En 
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general, el resultado es negativo durante la infección activa, mientras 

que es positivo durante la infección subclínica, en fases tempranas de 

leishmaniosis visceral o tras un tratamiento eficaz (Maia y Campino, 

2008). Los perros de la raza Podenco Ibicenco, autóctonos de una zona 

endémica de leishmaniosis, se consideran resistentes a la infección por L. 

infantum, ya que presentan un alto porcentaje de resultados positivos 

mediante esta prueba (Solano-Gallego et al., 2000; 2005). Esta técnica es 

sencilla y barata, sin embargo, el intervalo de 2-3 días hasta poder 

realizar la lectura y la posibilidad de obtener resultados falsos positivos 

tras inoculaciones repetidas, limitan su utilidad (Fernández-Bellon et al., 

2005). 

-  Estudio de linfoproliferación: (Lymphocyte proliferation assay -LPA) 

esta técnica permite evaluar la respuesta celular in vitro. Consiste en el 

cultivo de linfocitos, principalmente de sangre periférica, con antígenos 

del parásito para valorar su capacidad blastogénica y se añade un 

mitógeno inespecífico para valorar la inmunocompetencia del individuo. 

Las células no estimuladas también se cultivan como controles negativos. 

La proliferación celular se expresa como un índice de estimulación 

(células estimuladas/células no estimuladas), considerándose positivos 

valores superiores a 2 (Fernández-Bellon et al., 2005) ó 3 (Santos-Gomes 

et al., 2003). Los perros resistentes y sin signos clínicos presentan una 

respuesta proliferativa fuerte a los antígenos de Leishmania, mientras 

que los perros susceptibles fracasan en responder in vitro a la 

linfoproliferación (Abranches et al., 1991; Quinnell et al., 2001). Se trata 

de una técnica laboriosa, que requiere equipamiento especializado y es 

poco sensible (60-75%) y específica (83%) (Quinnell et al., 2001). La 

respuesta linfoproliferativa específica no sólo depende de la gravedad de 
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la enfermedad, sino también de la genética y el estatus inmunológico del 

hospedador (Maia y Campino, 2008).  

- Cuantificación del interferón gamma: (IFN- cytopathic effect inhibition 

bioassay) este método detecta el IFN-, la citoquina más importante 

involucrada en la respuesta celular frente al parásito, producido por 

linfocitos circulantes estimulados con el antígeno de Leishmania en 

sobrenadantes cultivados. Este bioensayo valora la protección que el 

IFN- infiere a una monocapa de células renales caninas infectadas con el 

virus de la estomatitis vesicular (Fernández-Bellon et al., 2005). El IFN- 

representa un buen marcador para predecir recaídas de la enfermedad 

en perros infectados y para determinar la eficacia del tratamiento 

(Manna et al., 2008b; Andrade et al., 2011). Las grandes desventajas de 

esta técnica son que es muy laboriosa y que emplea un virus altamente 

patógeno.   

2.5. CONTROL 

El control de esta enfermedad se realiza mediante un diagnóstico 

precoz, el tratamiento de los perros infectados, el desarrollo de nuevas 

moléculas terapéuticas, la aplicación de vacunas, y la lucha antivectorial.  

Las acciones a incluir en el control de la Lcan se pueden resumir 

como:  

- Actuaciones sobre el reservorio, mediante el uso de quimioterapia 

o vacunas. Es de vital importancia diagnosticar los perros infectados 

clínicamente sanos, así como comenzar el tratamiento en las fases 

iniciales de la enfermedad y hacer un seguimiento de eficacia del 

mismo (Courtenay et al., 2002). 
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- Actuaciones dirigidas hacia el vector adulto, rociando superficies 

con insecticidas residuales. 

- Evitar la picadura de los flebotomos para interrumpir la 

transmisión. 

        2.5.1.  Tratamiento  

A pesar de existir varias opciones terapéuticas disponibles, hasta el 

momento no existen principios activos totalmente eficaces frente a la Lcan. 

La mayoría de los fármacos mejoran el cuadro clínico de los perros tratados, 

pero son incapaces de eliminar completamente el parásito y no evitan las 

recidivas (Noli y Auxilia, 2005).  

La finalidad del tratamiento no es sólo incrementar la esperanza de 

vida, mejorar la calidad de vida, restaurar una respuesta inmune eficaz y 

evitar recidivas clínicas, sino también disminuir la carga parasitaria, 

reduciendo de esta manera su poder infectante para los flebotomos (Oliva et 

al., 2010; Miró et al., 2011a; Otranto y Dantas-Torres, 2013).  

La respuesta clínica al tratamiento puede variar dependiendo del 

estado clínico inicial y de la respuesta específica al tratamiento de cada 

animal (Miró et al., 2014).   

2.5.1.1. Principios activos 

Mientras que los protocolos de tratamiento han cambiado 

considerablemente, los fármacos de primera elección para tratar Lcan siguen 

siendo los antimoniales, empleados durante más de 90 años (Baneth y Shaw, 

2002). Los fármacos nuevos que han sido investigados, básicamente se han 

propuesto como complementarios a los ya existentes de primera línea, o 

bien como terapia de segunda línea para perros que no responden bien o en 

los que no se pueden emplear los tratamientos convencionales.  
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- Antimoniales pentavalentes 

Las sales de antimonio se han utilizado durante décadas en el 

tratamiento de Lcan. Inicialmente se comercializaban en la forma trivalente, 

pero debido a su elevada toxicidad, se pasaron a utilizar los antimoniales 

pentavalentes, los cuales continúan siendo los fármacos de primera elección. 

Existen dos formulaciones comerciales: Glucantime (antimoniato de n-

metilglucamina) en América Latina y el Sur de Europa, y Pentostam 

(estibogluconato sódico) en países anglosajones. Ambos compuestos son 

muy parecidos en eficacia y toxicidad. Su mecanismo de acción no se conoce 

completamente pero se cree que su actividad leishmanicida se debe a la 

inhibición selectiva de las enzimas fosfofructoquinasa y piruvato 

deshidrogenasa de Leishmania implicadas en la glicólisis y la oxidación de los 

ácidos grasos, bloqueando la formación de trifosfato de adenosina (ATP) y 

trifosfato de guanosina (GTP) (Berman et al., 1985). La disminución de estos 

nucleótidos en las células de los mamíferos es mucho menor, lo que hace 

suponer que los antimoniales pentavalentes tienen una toxicidad superior 

frente a Leishmania que frente a estas células y, por tanto, una cierta 

especificidad (Berman et al., 1985). Además, los antimoniales pentavalentes 

incrementan la capacidad fagocítica de los monocitos y los neutrófilos 

(Denerolle y Bourdoiseau, 1999; Ikeda-Garcia et al., 2007; Muniz-Junqueira y 

de Paula-Coelho, 2008). 

Poseen una vida media corta en perros, eliminándose el 80-95% 

rápidamente a través de los riñones, principalmente por filtración 

glomerular, entre las 6-9 horas posteriores a su administración (Tassi et al., 

1994; Valladares et al., 1996). Por ello, se recomienda una segunda dosis 

diaria para mantener una concentración inhibidora del fármaco durante la 

mayor parte del día (Valladares et al., 1998).  
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En cuanto a la vía de administración, se ha demostrado una buena 

disponibilidad y una mayor permanencia de niveles séricos del antimonial en 

el organismo mediante las vías i.m. y s.c. que a través de la vía i.v. (Belloli et 

al., 1995; Valladares et al., 1996), por lo que se recomienda la administración 

s.c., ya que produce una menor irritación en el punto de inoculación y menos 

efectos adversos locales.  

Tras un periodo de una o varias semanas del inicio del tratamiento se 

puede observar una mejoría tanto clínica, como en los valores hematológicos 

y bioquímicos. Sin embargo, los parásitos continúan detectándose en 

animales clínicamente curados (Oliva et al., 1998; Riera et al., 1999; Ikeda-

Garcia et al., 2007), aunque con una carga mucho menor (Manna et al., 

2008d). Las recidivas ocurren comúnmente tras un periodo de varios meses a 

1-2 años post-tratamiento, especialmente cuando la duración del 

tratamiento es inferior a las cuatro semanas (Oliva et al., 2010).  

Actualmente, la pauta de administración recomendada es 75-100 

mg/kg por vía s.c., de forma que se reparte la dosis total diaria dos veces 

durante 4-6 semanas, considerándose la primera línea de tratamiento 

cuando se combina con alopurinol (10 mg/kg v.o. dos veces al día durante 6-

12 meses) (Solano-Gallego et al., 2011). En el estudio llevado a cabo por 

Bourdeau et al. (2014) en el que encuestaron a más de 12.000 clínicas 

veterinarias del suroeste de Europa, mostraron que el tratamiento de 

elección fueron los antimoniales, comúnmente asociados con alopurinol, con 

pautas de administración variables entre países.  

La toxicidad causada por los antimoniales es debida a la unión a 

grupos sulfhidrilo (-SH) y la alteración de la estructura terciaria de las 

proteínas y de los lugares de acción de numerosas enzimas, dando lugar a la 

aparición de signos de estibointolerancia (manifiestos tras las primeras 
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administraciones y remiten al suspender el tratamiento) o estibotoxicidad 

(manifiestos al final del tratamiento). Estos signos se pueden manifestar en 

forma de vómitos, diarrea, anorexia, fiebre, apatía, dolor en el punto de 

inoculación (Slappendel y Teske, 1997; Denerolle y Bourdoiseau, 1999; 

Bourdeau et al., 2014) y nefrotoxicidad (Bianciardi et al., 2009). En este 

último estudio todos los perros tratados con Glucantime mostraron 

cambios morfológicos consistentes en daño tubular grave, a pesar de no 

mostrar ningún signo clínico de enfermedad renal.  

Para evitar la formación de celulitis y fibrosis producidas en el punto 

de aplicación se recomienda la rotación del lugar de las inyecciones y evitar 

las zonas con abundante grasa subcutánea. Durante el tratamiento con 

Glucantime pueden aparecer efectos colaterales en el punto de inoculación, 

como formación de tumefacción local, fibrosis o hemorragias diseminadas 

(Slappendel y Teske, 1997), por lo que se recomienda, además de la rotación 

de las inyecciones, en perros grandes repartir la dosis total en varios puntos 

de inoculación para reducir el volumen inoculado.  

En la literatura se ha descrito una asociación entre el tratamiento 

con antimoniales y pancreatitis (Moritz et al., 1998; Aste et al., 2005; Luciani 

et al., 2013). De dichos estudios, únicamente el llevado a cabo por Aste et al. 

(2005), en un solo perro, demuestra la presencia de pancreatitis midiendo la 

concentración de lipasa pancreática canina, el método diagnóstico más 

específico y sensible para diagnosticar pancreatitis en perros. A su vez, 

Xenoulis et al. (2014) demostraron que ninguno de los 20 perros tratados 

con la combinación de Glucantime y alopurinol, presentó signos clínicos de 

pancreatitis ni aumentos de la lipasa pancreática canina por encima del valor 

fisiológico.  
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También se ha descrito la ausencia de cardiotoxicidad de los 

antimoniales, mediante la medición de la concentración de la troponina 

cardiaca sérica (Xenoulis et al., 2014). 

La combinación de Glucantime y alopurinol posee una acción 

sinérgica, observándose una mayor eficacia, permitiendo administrar dosis 

inferiores y durante menos tiempo, lo que favorece la tasa de curaciones y 

que las recaídas ocurran más tarde y espaciadas (Baneth y Shaw, 2002; Noli y 

Auxilia, 2005; Manna et al., 2015). En el estudio de seis años de duración 

llevado a cabo por Manna et al. (2015), en los nueve perros tratados con esta 

combinación se produjo una mejoría clínica y una reducción significativa de 

la carga parasitaria en LN a los 30 días post-tratamiento, y tan sólo se 

observó una recidiva en un perro tratado con esta combinación, a los 12 

meses post-tratamiento.  

Además, se consigue disminuir la presencia del parásito en la piel, 

reduciendo así el poder infectante de los perros a los flebotomos (Alvar et 

al., 1994; João et al., 2006; Miró et al., 2011a). En perros tratados 

únicamente con Glucantime también se ha observado mediante 

xenodiagnóstico un porcentaje muy reducido de flebotomos infectados 

(Gradoni et al., 1987; Guarga et al., 2002). A su vez, Ribeiro et al. (2008) 

detectaron una elevada reducción de la capacidad infectante de los perros 

sobre L. longipalpis, cinco meses tras el tratamiento con una formulación 

liposomada de antimoniato de n-metilglucamina. 

Diversos autores han estudiado la formulación liposomal de 

antimoniales como terapia de la Lcan (Oliva et al., 1995; Valladares et al., 

2001; Ribeiro et al., 2008). Sus principales ventajas son su mayor eficacia, la 

liberación lenta del fármaco de los liposomas y su menor toxicidad. La pauta 

de administración de 4 dosis de 6,5 mg/kg (vía i.v.) con intervalos de 4 días, 

103



Revisión bibliográfica 

 

consiguió mejorar el cuadro clínico y reducir la carga parasitaria, aunque 6 

meses post-tratamiento todos los perros continuaban albergando parásitos 

en MO (Ribeiro et al., 2008). Con el fin de mejorar la eficacia, da Silva et al. 

(2012) incrementaron a 6 las dosis y la combinaron con alopurinol. De esta 

forma la carga parasitaria en MO y bazo se redujo significativamente a los 

200 días post-tratamiento, y todos los animales resultaron negativos en la 

qPCR de hígado. Sin embargo, a pesar de los resultados prometedores en 

diversos estudios, ninguna formulación liposomal de este fármaco ha sido 

comercializada hasta la fecha. En parte, debido a la dificultad técnica a la 

hora de preparar una composición liposomal estable para sustancias solubles 

en agua, así como a su administración (i.v.) y los efectos adversos ocurridos 

durante los 15 primeros minutos de la administración de cada dosis 

(postración, defecación, taquipnea y sialorrea) (Ribeiro et al., 2008).  

La administración repetida de antimoniales pentavalentes en los 

perros en los que se producen recidivas ha provocado la selección de 

organismos menos susceptibles o resistentes a estos productos (Gramiccia et 

al., 1992; Croft et al., 2006). 

- Alquilfosfolípidos 

Los alquilfosfolípidos son análogos sintéticos de la lisofosfocolina. 

 Miltefosina 

La miltefosina es una alquilfosfocolina, perteneciente al grupo de los 

alquilfosfolípidos, que son análogos sintéticos de la lisofosfocolina. 

Originariamente se desarrolló como agente antineoplásico (Hilgard et al., 

1993), el cual demostró capacidad parasiticida in vitro e in vivo  tanto frente 

a los promastigotes como a los amastigotes de varias especies de Leishmania 

(Croft et al., 1996; Sundar et al., 1998; Farca et al., 2012). 
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La miltefosina posee una vida media de eliminación larga en perros  

(6,7 días), lo que conlleva una gran acumulación del fármaco en plasma tras 

la administración oral diaria repetida (Woerly et al., 2009). En perros, la 

capacidad metabólica para transformar la miltefosina en metabolitos 

diferentes es baja y no existe una primera fase de metabolización en el 

hígado (Bianciardi et al., 2009). 

Los mecanismos de acción antitumoral y leishmanicida de la 

miltefosina no son del todo conocidos. Una hipótesis se basa en que la 

miltefosina se incorpora a la bicapa lipídica de la membrana plasmática del 

parásito, por sus características anfipáticas, aumentando la permeabilidad y 

alterando el metabolismo de los alquil-lípidos (Lux et al., 2000). Otra 

hipótesis sugiere que provoca alteraciones de la membrana flagelar de los 

promastigotes y defectos en la síntesis de fosfolípidos (Santa-Rita et al., 

2000). En cualquier caso, termina produciendo la muerte celular por 

apoptosis (Paris et al., 2004). 

Además, la miltefosina estimula la actividad de los LT y de los 

macrófagos y la producción de compuestos de nitrógeno y oxígeno reactivos 

con una clara actividad parasiticida (Soto et al., 2007). Algunos autores 

describen una respuesta inmune Th1 predominante durante el tratamiento, 

con un aumento en los niveles de IFN- y una reducción de los niveles de IL-4 

(Manna et al., 2008b; Andrade et al., 2011). 

La miltefosina empleada en el tratamiento de la LV humana induce 

una curación clínica y parasitológica rápida en más del 90% de los pacientes, 

con una dosis de 2,5 mg/kg durante 28 días (Sundar y Chatterjee, 2006).  

Cuando se utiliza como monoterapia en perros, a pesar de poseer 

una eficacia clínica buena y reducir notablemente la carga parasitaria (Mateo 

et al., 2009), se ha observado en algunos casos un incremento significativo 
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en la carga parasitaria 6 meses tras al tratamiento (Manna et al., 2008a; 

Mateo et al., 2009). En otro estudio, los perros tratados con miltefosina 

resultaron positivos mediante qPCR en MO a los 24 meses post-tratamiento 

(Andrade et al., 2011).  

Los efectos adversos de la miltefosina incluyen disorexia, vómitos y 

diarreas leves y autolimitantes (Woerly et al., 2009; Miró, 2013a). Debido a 

su baja nefrotoxicidad, la miltefosina se ha recomendado para tratar perros 

con leishmaniosis e IRC, en lugar de los antimoniales (Bianciardi et al., 2009). 

De hecho, en el estudio llevado a cabo por Miró et al. (2009) con perros con 

niveles elevados de creatinina, urea y ratio UPC, toleraron el tratamiento con 

miltefosina a la dosis recomendada y no mostraron empeoramiento de estos 

parámetros.  

Se han descrito efectos teratogénicos, embriotóxicos y fetotóxicos en 

ratones (Sindermann y Engel, 2006), por lo que está contraindicado su 

empleo tanto en mujeres embarazadas, como en perras gestantes y/o 

lactantes. 

Actualmente se considera la combinación de miltefosina 

(Milteforán®) con alopurinol la segunda elección para el tratamiento de la 

Lcan (Noli y Saridomichelakis, 2014) y ha demostrado ser tan eficaz 

clínicamente como el protocolo estándar basado en el tratamiento con 

antimoniales y alopurinol (Miró et al., 2009). Miró et al. (2009) no 

observaron ninguna recidiva ni efectos adversos graves durante los 7 meses 

post-tratamiento y se produjo una reducción significativa de las 

puntuaciones clínicas y la carga parasitaria tanto en los perros  tratados con 

miltefosina como en los tratados con Glucantime, sin encontrarse 

diferencias significativas. Con esta combinación se disminuye el riesgo de 

recidivas y se ha demostrado ser más eficaz in vitro que la miltefosina por sí 
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sola (Farca et al., 2012). No obstante, en un estudio reciente de 6 años de 

duración se ha observado una mayor tasa de recidivas en animales tratados 

con combinación de miltefosina y alopurinol que con la combinación de 

antimoniales y alopurinol, con cuatro perros (n=9) que sufrieron recidivas a 

los 6, 24 y 48 meses post-tratamiento y un perro (n=9) que sufrió recidivas a 

los 12 meses post-tratamiento, respectivamente (Manna et al., 2015).  

 Oleilfosfocolina  

La oleilfosfocolina (OlPC) pertenece al grupo químico de las 

alquilfosfocolinas y es un análogo estructural de la miltefosina. Posee 

actividad leishmanicida frente a un amplio número de especies de 

Leishmania (Fortin et al., 2014) tanto in vitro como en modelos animales 

experimentales (Fortin et al., 2012).  

Aunque la OlPC y la miltefosina presentan una actividad in vitro 

leishmanicida similar (Fortin et al., 2012), según los dos estudios realizados 

con L. infantum en cricetos (Fortin et al., 2012) y L. major en ratones BALB/c 

(Fortin et al., 2014), la OlPC tiene una eficacia in vivo mayor para reducir la 

carga parasitaria de los órganos diana (bazo, hígado y MO) tras la 

administración oral, tanto en dosis única, como en dosis múltiples (Fortin et 

al., 2012) y un perfil de seguridad mayor que la miltefosina. 

Se elimina más rápidamente que la miltefosina, lo que puede ser 

beneficioso desde el punto de vista de selección de cepas resistentes al 

fármaco (Fortin et al., 2012). 

Recientemente se ha investigado en ratones la administración 

intradérmica de una formulación de OlPC en liposomas a través de un 

dispositivo de tatuaje para tratar lesiones cutáneas producidas por L. major y 
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L. mexicana (Shio et al., 2014). El tratamiento presentó buena eficacia 

parasitológica así como una remisión rápida de las lesiones.  

Las ventajas que presenta esta molécula en el tratamiento de la 

leishmaniosis son su biodisponibilidad oral, su bajo coste, amplio margen de 

seguridad y gran eficacia clínica y parasitológica (Miró, 2013a).  

- Anfotericina B 

La anfotericina B (AmB) es un antibiótico derivado de los polienos 

obtenido a partir del actinomiceto Streptomyces nodosus (Dutcher et al., 

1956). Es muy poco soluble y tradicionalmente se ha empleado como 

antifúngico, pero también se ha demostrado su actividad frente a algunas 

especies de protozoos como Leishmania y Naegleria (Baneth y Shaw, 2002). 

Su mecanismo de acción se basa en provocar la permeabilización de la 

membrana plasmática del parásito por interacción selectiva con el ergosterol 

presente en la misma (ausente en las células de mamíferos), formando poros 

acuosos que favorecen la pérdida de pequeños cationes, como K+, Ca2+ y 

Mg2+, lo que origina la muerte del parásito (Kinsky, 1970; Gray et al., 2012). 

Su toxicidad se atribuye a la similitud entre el ergosterol y el colesterol de las 

membranas celulares de los mamíferos (Palacios et al., 2011). 

La AmB es actualmente el fármaco más eficaz en el tratamiento de la 

LV humana, siendo su forma liposomal la primera línea de tratamiento en 

Europa, Estados Unidos y Asia (Chappuis et al., 2007; Sundar et al., 2010; 

2011), a pesar de su nefrotoxicidad. Esto se debe en parte a la aparición de 

resistencia a los antimoniales (Baneth y Shaw, 2002; Croft et al., 2006). Sin 

embargo, la necesidad de administrarlo por vía i.v., así como su elevado 

coste, hacen que esté fuera de alcance en muchos países en desarrollo 

(Singh et al., 2006). El consenso en medicina veterinaria es limitar su uso 

excepto en casos excepcionales dado que se trata del principio activo de 
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elección en el tratamiento de la leishmaniosis humana (Solano-Gallego et al., 

2011).  

La AmB no está disponible para los veterinarios clínicos en Europa 

(Bourdeau et al., 2014) y su uso es limitado debido a la dificultad de su 

administración (i.v. en perfusión lenta), su elevado coste y los numerosos 

efectos adversos que conlleva. Las manifestaciones más comunes incluyen 

náuseas, vómitos, fiebre, temblores, flebitis localizada, anemia y 

especialmente nefrotoxicidad (Miró, 2013). Ya que la propia infección por 

Leishmania también produce daño a nivel renal, es imprescindible una 

estrecha monitorización de la función renal a lo largo de todo el tratamiento. 

La AmB produce vasoconstricción y una reducción en la tasa de filtración 

glomerular, hipokalemia y elevación de los niveles séricos de la urea y la 

creatinina (Berman et al., 1992; Laniado-Laborín y Cabrales-Vargas, 2009). 

Con el fin de aumentar la eficacia y reducir la toxicidad de la AmB 

convencional (Fungizona), se han desarrollado nuevas formulaciones 

consistentes en vehiculizar la AmB, entre las que destacan las emulsiones 

lipídicas (Lamothe, 2001), liposomas (Oliva et al., 1995), nanopartículas 

(Daftarian et al., 2013) y microesferas (Sánchez-Brunete et al., 2004). Sin 

embargo, el elevado coste de estas formulaciones, su complicada 

elaboración y su uso como primera línea de tratamiento en humanos con LV, 

limitan su uso en medicina veterinaria.   

En perros se han llevado a cabo diferentes estudios con AmB diluida 

en una emulsión lipídica a base de aceite de soja (Intralipid ) (Nieto et al., 

1992; Moreno et al., 1999; Lamothe, 2001; Cortadellas, 2003). Tanto 

Lamothe et al. (2001)  como Cortadellas et al. (2003), observaron efectos 

adversos como anorexia, vómitos y una elevación reversible en los niveles 
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séricos de creatinina. No obstante, se observó una elevada eficacia clínica 

inicial en todos los animales.  

La AmB encapsulada en liposomas (Ambisome) es mucho menos 

tóxica que la AmB convencional, y ha demostrado ser más eficaz en 

humanos, poseer menos efectos adversos y una menor tasa de recidivas 

(Gradoni et al., 2003). En un estudio llevado a cabo por Oliva et al. (1995) se 

administró  dicha formulación liposomal a 13 perros con infección natural 

por L. infantum, observando una rápida curación clínica, aunque se 

produjeron recidivas en 12 animales al cabo de 4-6 meses y todos los perros 

continuaron albergando parásitos tras el tratamiento. Debido a que 

Ambisome es el tratamiento de elección en humanos, su uso en medicina 

veterinaria no está recomendado (Ciaramella y Corona, 2003).   

El estado de agregación y el tamaño de partícula juegan un papel en 

la toxicidad, distribución y eficacia de un fármaco (Espada et al., 2008c). 

Ambos parámetros están íntimamente ligados, de manera que durante el 

proceso de agregación de la AmB en medio acuoso se forman agregados de 

mayor tamaño, dando lugar a un tamaño medio de partícula muy superior al 

de la AmB en estado dimérico (AmB convencional). La AmB poliagregada 

posee una menor toxicidad sobre las células de los mamíferos (van Etten et 

al., 2000; Bartlett et al., 2004), como se ha demostrado previamente in vitro 

e in vivo en ratones (Gaboriau et al., 1997; van Etten et al., 2000; Espada et 

al., 2008a; Espada et al., 2008b; Mohamed-Ahmed et al., 2013).  

Ambisome se acumula en los tejidos y, debido a su formulación en 

liposomas, se libera y excreta lentamente (Bekersky et al., 2002), hecho que, 

en teoría, podría incrementar el riesgo de aislados resistentes, sin embargo, 

a pesar de haberse utilizado globalmente durante más de medio siglo en 

humanos, no se han descrito resistencias (Shakya et al., 2011). 
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- Alopurinol  

El alopurinol es un análogo estructural de la hipoxantina, que es 

metabolizado por los parásitos de Leishmania para producir un análogo 

inactivado de inosina. Éste es incorporado en el ARN de Leishmania 

causando la formación de sustancias tóxicas que conllevan un error en la 

síntesis proteica, actuando como parasitostático (Baneth y Shaw, 2002).  

La dosis habitual empleada es de 10-20 mg/kg/día (v.o.), repartida en 

2 tomas como terapia de mantenimiento a largo plazo, entre 6 y 18 meses. 

La duración del tratamiento con alopurinol no está bien definida. Solano-

Gallego et al. (2011) recomiendan interrumpir la dosis de alopurinol cuando 

se consiguen las condiciones siguientes: 1) Una recuperación física y 

clinocapatológica completa al menos durante un año desde el inicio del 

tratamiento, y 2) una reducción marcada del título de anticuerpos. 

Este compuesto se utiliza ampliamente en Europa, ya que es seguro, 

económico, se administra por vía oral y no se emplea para tratar la 

leishmaniosis humana (Torres et al., 2011). El interés en el uso del alopurinol 

reside sobre todo en la prevención de las recidivas, ya que cuando se 

administra por periodos superiores a 5 meses, la probabilidad de recidivas es 

mucho menor que cuando se administra únicamente antimoniato de n-

metilglucamina (4-11% frente a 32-100%) (Noli y Auxilia, 2005).  

A pesar de que la eficacia del alopurinol como monoterapia es pobre 

(Koutinas et al., 2001), se emplea en países donde los antimoniales 

pentavalentes y la miltefosina no están disponibles, como ocurre en Brasil 

(Helm et al., 2013) y en animales en estadio III-IV de LeishVet (Solano-

Gallego et al., 2011) por no ser nefrotóxico y tener el potencial de reducir la 

gravedad del daño glomerular y la proteinuria (Plevraki et al., 2006). El 
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alopurinol no es capaz de eliminar amastigotes de la MO de perros 

infectados (Papadogiannakis et al., 2010a) ni en LN (Paradies et al., 2012). 

Los perros tratados únicamente con alopurinol, a pesar de poder 

mostrar una mejoría clínica (Koutinas et al., 2001), permanecen infectados y 

las recidivas son frecuentes. Sin embargo, mediante xenodiagnóstico se ha 

demostrado la ausencia de transmisión del parásito a los flebotomos. Este 

hecho es importante desde el punto de vista epidemiológico, ya que a pesar 

de que el alopurinol no sea eficaz como terapia de choque, puede aplicarse 

en tratamientos de mantenimiento a largo plazo (6-12 meses) (Miró et al., 

2011a). 

A pesar de que los efectos adversos causados por el uso de 

alopurinol son poco frecuentes, la función hepática y renal deben 

monitorizarse durante su uso prolongado, ya  que puede producirse 

xantinuria y la formación de urolitos de xantina en aproximadamente el 12% 

de los perros tratados (Torres et al., 2011). No obstante, haciendo urianálisis 

periódicos, llevando una alimentación equilibrada y asegurando una correcta 

hidratación se previenen episodios de uroliatiasis (Torres et al., 2011), y en 

perros con tratamientos prolongados se pueden monitorizar las posibles 

nefrolitiasis con ecografía abdominal (Miró, 2013). 

En el estudio de Manna et al. (2015), de los 19 perros tratados 

diariamente con alopurinol durante 6 años, ninguno desarrolló urolitiasis, y 

tan sólo dos perros tuvieron prurito como consecuencia de una posible 

hipersensibilidad al tratamiento prolongado con alopurinol, como se ha 

observado en humanos (Jung et al., 2015; Lin et al., 2015). 
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- Aminosidina 

La aminosidina, también denominada paramomicina, es un 

aminoglucósido con actividad antimicrobiana y antiprotozoaria. Posee buena 

eficacia clínica, pero se asocia a efectos adversos graves cuando se 

administra a dosis superiores a 20 mg/kg (Vexenat et al., 1998; Noli y Auxilia, 

2005). Su mecanismo de acción frente a Leishmania consiste en alterar la 

asociación de la subunidad ribosomal mediante el bloqueo de la síntesis 

proteica (Sundar y Rai, 2002; Davidson et al., 2009). 

Se han estudiado diversos protocolos de tratamiento con 

aminosidina en perros (Poli et al., 1997; Athanasiou et al., 2014). En un 

estudio piloto reciente en que se administró por vía s.c. una dosis única 

diaria de 15 mg/kg durante 21 días en perros sin azotemia ni proteinuria 

(estadio I y IIa de LeishVet) los parámetros clínicos, serológicos y 

parasitológicos mejoraron durante los tres meses post-tratamiento 

(Athanasiou et al., 2013). Además, con dicho protocolo, no se ha observado 

nefrotoxicidad en perros sanos ni en perros con Lcan (Athanasiou et al., 

2014). Sin embargo, al igual que pasa con el resto de fármacos, no consiguió 

eliminar el parásito de LN ni MO. 

En perros, la aminosidina también se ha combinado con antimoniales 

pentavalentes, con el fin de mejorar su eficacia clínica y parasitológica 

(Belloli et al., 1995; Oliva et al., 1998), con una dosis de aminosidina de 5 

mg/kg/24 horas, vía s.c., durante 3 semanas, junto con 60 mg/kg/12 horas de 

antimoniato de n-metilglucamina, vía i.m., durante 4 semanas (Oliva et al., 

2010).  

La gran limitación de este fármaco es su toxicidad renal y vestibular, 

estando contraindicado su uso en perros con leishmaniosis y enfermedad 

renal (Oliva et al., 1998; Ciaramella y Corona, 2003). Las ventajas que ofrece 
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son su bajo coste, disponibilidad comercial, una sola administración diaria, 

eficacia y seguridad cuando se emplean a la dosis adecuada, y que no se 

emplea para tratar la LV humana en los países de la cuenca mediterránea 

(Athanasiou et al., 2013). No obstante, son necesarios muchos más estudios, 

con mayor número de animales, de mayor duración, así como valorar su 

posible combinación con alopurinol. Actualmente está en desuso (Miró, 

2013). 

- Pentamidina 

Es una diamidina aromática utilizada en el tratamiento de la 

tripanosomosis y durante años se consideró como el tratamiento de segunda 

elección en la leishmaniosis humana (Oliva et al., 2010), especialmente en 

casos de resistencia a los antimoniales (Jha et al., 1991). Su mecanismo de 

acción no está claro, pero parece alterar el metabolismo de las proteínas y 

ácidos nucleicos, desorganizando el ADN, con el que las diamidinas forman 

complejos.  

Su uso está muy limitado debido a su elevado coste y, 

principalmente, a una serie de efectos adversos graves tanto agudos 

(irritabilidad muscular en el punto de inoculación, hipotensión, nauseas, 

vómitos, salivación, diarrea, shock anafiláctico), como crónicos 

(hipoglucemia, diabetes mellitus, daño hepato-renal, trombocitopenia) 

(Ciaramella y Corona, 2003). Además, en medicina humana, debido a su baja 

tasa de curación (70%) su uso se ha reducido (Jha et al., 1991). 

La dosis de pentamidina más empleada es de 4 mg/kg, por vía i.m. 

profunda, en 3 dosis semanales durante 5-7 semanas, o 20 inyecciones en 

días alternos (Rhalem et al., 1999). La mayoría de los perros tratados 

mejoran clínicamente, pero las recidivas son frecuentes (Baneth y Shaw, 

2002).  
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- Quinolonas 

 Marbofloxacina 

Es una fluoroquinolona de tercera generación disponible en medicina 

veterinaria. Posee una actividad potente frente a numerosas bacterias gram-

negativas y gram-positivas. Posee actividad leishmanicida in vitro a través del 

FNT-α y la vía iNOS resultado en la producción de dióxido de nitrógeno (NO2) 

por los macrófagos y pudiendo eliminar eficazmente de esta manera los 

amastigotes (Vouldoukis et al., 2006), aunque su eficacia en comparación 

con la miltefosina es menor (Farca et al., 2012). 

La biodisponibilidad del marbofloxacino es próxima al 100% y su 

unión a proteínas plasmáticas es baja. Además, presenta un gran volumen de 

distribución y posee una vida media de eliminación de 14 horas, que facilita 

su administración única diaria (Schneider et al., 1996).  

El protocolo de administración que proporciona mejores resultados 

en el tratamiento de la Lcan consiste en 2 mg/kg/24 horas, v.o., durante 28 

días (Rougier et al., 2008). Con dicho tratamiento se ha observado una 

mejoría clínica y una reducción en el número de amastigotes observados en 

citología de aspirados de LN poplíteo. En dicho estudio se observaron 

recidivas en tres perros (n=24) durante los 9 meses de seguimiento, dos de 

los cuales fueron tratados durante 40 días, y uno durante 28 días (Rougier et 

al., 2008). Más recientemente Rougier et al. (2012) con el mismo protocolo 

trataron 74 perros, observando resultados similares, con una eficacia clínica 

aproximada del 70%, aunque el 52,6% de los perros recidivaron al cabo de 

los 5,5 meses y los LN seguían albergando parásitos durante los 12 meses de 

seguimiento. No se han descrito efectos adversos con este tratamiento 

(Rougier et al., 2008; 2012).  

 Enrofloxacina 
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Es una fluoroquinolona capaz de estimular la actividad leishmanicida 

de los macrófagos in vitro mediante la generación de NO, a pesar de no 

ejercer una actividad directa sobre el parásito. Dicha eficacia se ha evaluado 

in vivo, por sí sola o en combinación con metronidazol en perros con 

leishmaniosis (Bianciardi et al., 2004). A pesar de hallar una mejoría clínica 

parcial y de corta duración, los autores no recomiendan su empleo en 

monoterapia ni en combinación con metronidazol, y sólo proponen su uso 

para tratar infecciones bacterianas secundarias cutáneas.  

- Derivados del imidazol 

Los imidazoles son compuestos antifúngicos, algunos con actividad 

frente a bacterias y protozoos, incluida Leishmania. Los efectos adversos que 

producen son frecuentes, como anorexia, vómitos y hepatotoxicidad 

(Ciaramella y Corona, 2003). 

Los principios activos empleados en Lcan son el metronidazol y el 

ketoconazol.  

 Metronidazol 

Es un derivado del grupo de los nitroimidazoles con propiedades 

antibacterianas, antiprotozoarias y antiinflamatorias y posee actividad 

leishmanicida in vitro. Algunos estudios han utilizado el metronidazol 

asociado a otros principios activos, como espiramicina (Pennisi et al., 2005a), 

enrofloxacina (Bianciardi et al., 2004) frente a la Lcan, observándose una 

mejoría clínica en los perros tratados, pero los resultados son siempre menos 

favorables que con las combinaciones con alopurinol, y no existe una 

curación parasitológica.  
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 Ketoconazol 

Existen muy pocos estudios en la bibliografía sobre este principio 

activo en el tratamiento de la Lcan, probablemente debido a su alta 

nefrotoxicidad, por lo que su uso está contraindicado en perros con azotemia 

(Bianciardi et al., 2004; Miró et al., 2008). Se ha empleado a dosis de 25 

mg/kg/día v.o. durante tres meses (Bianciardi et al., 2004). 

2.5.1.2. Capacidad infectante de los perros tratados 

La valoración de la capacidad infectante de un hospedador ha de 

llevarse a cabo mediante xenodiagnóstico, con colonias de flebotomos no 

infectadas mantenidas en laboratorio (Molina et al., 1994). Quinnel y 

Courtenay (2009) llevaron a cabo un estudio para evaluar la relación entre la 

capacidad infectante y la condición clínica, basándose en siete estudios 

publicados (Molina et al., 1994; Guarga et al., 2000a; Travi et al., 2001; 

Courtenay et al., 2002; da Costa-Val et al., 2007; Michalsky et al., 2007; 

Verçosa et al., 2008), observando que tanto los perros enfermos como los 

infectados clínicamente sanos, eran infectantes para el vector. Existe una 

correlación positiva entre la tasa infectante, la gravedad del cuadro clínico, el 

título de anticuerpos y niveles bajos de LTh CD4+ (Courtenay et al., 2002; 

Guarga et al., 2000b; da Costa-Val et al., 2007). En cambio, la capacidad 

infectante disminuye después del tratamiento (Guarga et al., 2002; Vergel et 

al., 2006; Ribeiro et al., 2008; Miró et al., 2011a).  

Guarga et al. (2000a) detectaron una correlación inversa entre el 

número de signos clínicos de los perros enfermos y el porcentaje de 

flebotomos alimentados, lo cual podría indicar la preferencia de las hembras 

de flebotomos por alimentarse sobre tejido tegumentario sin lesiones, hecho 

que podría favorecer la transmisión de la enfermedad, al preferir un vector 

infectado alimentarse sobre una epidermis aparentemente sana de animales 
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no infectados. Laurenti et al. (2013) observaron también una correlación 

inversa entre la tasa de flebotomos infectados y la gravedad del cuadro 

clínico, presentando los perros con lesiones cutáneas menor capacidad 

infectante que los perros sin signos clínicos. Los autores atribuyeron esto a 

que la presencia de lesiones cutáneas con patógenos secundarios podría 

interferir negativamente en la alimentación del vector (Adler y Theodor, 

1931). Por el contrario, Vexenat et al. (1994) observaron que la piel con 

lesiones en pabellones auditivos en perros con Lcan era más atractiva para 

los flebotomos. 

Algunos autores han observado que no existe correlación entre la 

carga parasitaria presente en la piel de los animales infectados y la capacidad 

de transmisión del parásito a los flebotomos (Travi et al., 2001; Laurenti et 

al., 2013). Sin embargo, Laurenti et al. (2013) encontraron una asociación 

positiva entre la presencia de parásitos en LN y resultados positivos en el 

xenodiagnóstico. 

Aunque la relación entre la tasa infectante y la gravedad del cuadro 

clínica hallada en Europa y en Sudamérica es similar, la proporción de perros 

infectantes es mayor en Europa que en Sudamérica, reflejada además en un 

mayor número de flebotomos infectados en Europa. Esto puede indicar una 

mayor susceptibilidad de P. perniciosus a la infección que L. longipalpis, o 

posibles diferencias entre las poblaciones caninas de ambos continentes (p.e. 

la raza) (Quinnell y Courtenay, 2009).  

En España, las tasas de infección de los flebotomos obtenidas 

mediante disección y aislamiento del parásito oscilan entre 0,4 y 4,6% 

(Suárez et al., 2012), mientras que mediante técnicas moleculares las tasas 

medias de infección alcanzaron el 39% en áreas con elevada prevalencia de 

Lcan (Martín-Sánchez et al., 2009).  
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2.5.1.3.  Seguimiento post-tratamiento y pronóstico  

Se han publicado distintas guías o directrices que proponen 

estrategias de tratamiento y seguimiento de los perros con Lcan (Oliva et al., 

2010; Solano-Gallego et al., 2011; Roura et al., 2013).   

Los parámetros clínicos y clinicopatológicos (hematología, 

bioquímica hepato-renal, electroforesis de proteínas séricas, así como el 

urianalásis completo, incluyendo UPC) deberían realizarse al finalizar el 

primer mes de tratamiento, después cada 3-4 meses hasta una recuperación 

completa, y posteriormente cada 6-12 meses (Solano-Gallego et al., 2011; 

Torres et al., 2011; Roura et al., 2013). 

La mayoría de los perros tratados experimentan una mejoría clínica 

durante el primer mes de tratamiento, aunque algunos requieren un periodo 

de tiempo mayor (Miró, 2013).  

Se recomienda realizar un serología cuantitativa a los 6 meses post-

tratamiento, en el mismo laboratorio, debido a la vida media elevada de IgG 

y a la presencia inicial de niveles elevados de anticuerpos en perros 

enfermos y después deberían cuantificarse cada 6-12 meses, de manera que 

un incremento de dos títulos puede considerarse indicativo de recidivas 

(Solano-Gallego et al., 2011). Además, puede medirse la carga parasitaria a 

través de qPCR, de forma que un descenso significaría una buena respuesta 

al tratamiento, mientras que un incremento puede sugerir una recidiva 

(Manna et al., 2008a; 2008b). 

El pronóstico de la leishmaniosis depende de la clasificación clínica, 

de la patología y, en perros enfermos, de la gravedad de las alteraciones 

clinicopatológicas, especialmente de si hay o no enfermedad renal, así como 

de la respuesta al tratamiento. Desafortunadamente, no resulta fácil 
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predecir el pronóstico de los perros con Lcan y recientemente el enfoque se 

ha centrado en la clasificación clínica de Lcan con el fin de identificar el 

tratamiento más eficaz y predecir el resultado (Tabla VIII). 

Tabla VIII. Estadios clínicos de leishmaniosis canina y tipos de tratamiento y 
pronóstico para cada estadio  (Solano-Gallego et al., 2011).  

Estadio clínico Tratamiento Pronóstico 

I (Enfermedad leve) 

Seguimiento sin 
tratamiento / alopurinol o 

antimoniato de n-
metilglucamina o 

miltefosina / alopurinol + 
antimoniato de n-
metilglucamina o 

alopurinol + miltefosina* 

Favorable 

II (Enfermedad 
moderada) 

Alopurinol + antimoniato 
de n-metilglucamina o 

alopurinol + miltefosina 
Favorable -reservado 

III (Enfermedad grave) 

Alopurinol + antimoniato 
de n-metilglucamina o 

alopurinol + miltefosina 

Seguir recomendaciones 
IRIS1 para IRC 

Reservado-grave 

IV (Enfermedad muy 
grave) 

Alopurinol (solo) 

Seguir recomendaciones 
IRIS para IRC 

Grave 

*El comienzo del tratamiento depende de cada caso y debe siempre individualizarse. 
Los perros en estadio I normalmente requieren tratamientos menos prolongados, o 
bien la combinación de dos fármacos, o de manera alternativa el seguimiento sin 
tratamiento. 1IRIS: International Renal Interest Society (www.iris-kidney.com) 

La IRC es el principal factor pronóstico en Lcan, ya que es la principal 

causa de mortalidad o de recomendar la eutanasia (estadios IRIS III y IV). Un 

tratamiento adecuado permite reducir la enfermedad renal e incrementar el 

tiempo de supervivencia (Goldstein et al., 2013). La valoración de la función 
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renal debe incluir hematología, bioquímica, urianálisis completo y valoración 

de la presión arterial una vez confirmada la enfermedad renal.  

Las tasas de supervivencia están aumentando debido a un manejo 

clínico mejorado y a la aparición de herramientas preventivas nuevas, como 

repelentes tópicos, vacunas e inmunomoduladores (Bourdeau et al., 2014). 

El tiempo medio de supervivencia de los animales tratados se ha estimado 

en 4,7 años, siendo mayor en perros sin hipoalbuminemia, proteinuria y 

azotemia renal (Geisweid et al., 2012). Otros autores pronostican tiempos de 

supervivencia mayores tras un tratamiento adecuado, de hasta 9 años, y con 

una buena calidad de vida, en perros en estadio II de Lcan (Torres et al., 

2011). 

2.5.1.4. Inmunoterapia 

Los fármacos inmunomoduladores pueden dividirse en dos grupos, 

inmunosupresores o inmunoestimulantes, según su actividad sobre el 

sistema inmunitario. Normalmente se asocian a tratamientos específicos. 

2.5.1.4.1. Fármacos inmunosupresores 

Los más empleados son los glucocorticoides, principalmente la 

prednisona y la prednisolona (1-2 mg/kg, v.o.).  

Estos fármacos actúan deprimiendo la inmunidad humoral, y por 

tanto, disminuyen la producción de anticuerpos y la formación de IC. Pero 

también deprimen la inmunidad celular al reducir la capacidad de los LT para 

producir IL-2, interfiriendo en el reconocimiento de los antígenos por parte 

del CMH II. Además, se necesitan dosis altas para deprimir la inmunidad 

humoral, aumentando el riesgo de efectos adversos. Por tanto, deben 

evitarse ya que pueden incrementar la replicación del parásito, y sólo se 
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recomienda cuando aparecen lesiones concomitantes por IC (p.e. uveítis, 

poliartritis, glomerulonefritis) (Ciaramella y Corona, 2003). 

2.5.1.4.2. Fármacos inmunoestimulantes 

El objetivo fundamental es estimular la respuesta inmune celular y la 

activación de los macrófagos. Los inmunoestimulantes utilizados en perros 

con Lcan incluyen el levamisol, las citoquinas, el agregado proteico de 

magnesio-amoniofosfolinoleato-palmitoleato anhídrido (P-MAPA) y la 

domperidona. 

- Domperidona 

Es un fármaco procinético gástrico y antiemético con actividad anti-

D2 (antagonista de la dopamina). Estimula la producción de serotonina, la 

cual incrementa la secreción de prolactina (Berczi et al., 2000). La prolactina 

es una hormona neuroendocrina, producida principalmente en la hipófisis y 

que, además de participar en la producción de leche, tiene la capacidad de 

estimular la respuesta inmune celular mediada por linfocitos Th1 CD4+, con 

la liberación de IL-2, IL-12, IFN-γ y FNT-α. Esto induce una activación de 

macrófagos y células NK, seguida de una reducción de LTh2 CD4+ y FNT-β 

(Hinterberger-Fischer, 2000; Matera y Mori, 2000). En perros clínicamente 

sanos y seronegativos, la administración repetida de domperidona ha 

demostrado inducir un incremento significativo, aunque temporal, del 

porcentaje de células fagocíticas, como neutrófilos y macrófagos, implicadas 

en la respuesta inmune innata (Gómez-Ochoa et al., 2012).  

Recientemente, la domperidona se ha comercializado en el mercado 

veterinario en forma de suspensión oral (Leisguard®, Lab. Dr. ESTEVE, S.A.) 

indicada para la prevención y tratamiento de la Lcan en perros en estadios 

inciales de la enfermedad. 
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En un estudio en el que se administró domperidona a la dosis de 1 

mg/kg/12 horas v.o. durante un mes a perros con infección natural por L. 

infantum se observó una remisión clínica en 94/98 perros en el día 90 p.t., 

una reducción en el título de anticuerpos y la activación de la inmunidad 

celular, confirmada mediante DTH y LPA (Gómez-Ochoa et al., 2009).  

Sabaté et al. (2014) investigaron la eficacia de la domperidona en la 

prevención y el tratamiento de la Lcan a la dosis recomendada (0,5 mg/kg/12 

horas durante 30 días, v.o., cada 4 meses). Para ello compararon dos grupos 

de perros seronegativos, uno tratado con domperidona y otro sin tratar, 

residentes en una zona altamente endémica de L. infantum. Durante 21 

meses de seguimiento observaron una tasa de prevención del 77% en los 

animales tratados, y una reducción del riesgo de presentar signos clínicos de 

leishmaniosis 7 veces inferior al de los no tratados. En comparación, la 

vacuna actualmente comercializada en España (CaniLeish®, Virbac), bajo 

condiciones similares presenta una reducción de riesgo de padecer Lcan de 4 

veces en animales vacunados (Bongiorno et al., 2013). 

En cuanto a los efectos adversos que se han descrito para la 

domperidona son poco frecuentes, leves y autolimitantes, como galactorrea 

a los 7-9 días del inicio del tratamiento y diarrea leve (Sabaté et al., 2014). 

No se han descrito alteraciones neurológicas asociadas a la domperidona 

puesto que no atraviesa la barrera hematoencefálica (Matera y Mori, 2000).  

- Autovacuna  

En 2012 se comercializó en España una autovacuna (Leishtop®, 

Diomune SL.) para el tratamiento de la Lcan.  

Se trata de una inmunoterapia individual y exclusiva para cada 

animal tratado. Esta autovacuna se elabora a partir de un aspirado de LN o 

MO del animal enfermo, del que se obtienen amastigotes de Leishmania y se 
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conservan en un medio específico para su posterior cultivo. Los 

promastigotes obtenidos son neutralizados y procesados mediante la técnica 

de inmunofluorescencia in vivo (Calvo-Álvarez et al., 2012), por la cual se 

somete al antígeno aislado a un proceso de estabilización específico que 

determinará la optimización de la respuesta inmunitaria en el animal 

tratado. Tras su administración, se produce activación de la respuesta 

inmune celular, mediante una potente respuesta Th1, con aumento de 

ciertas citoquinas (IL-12, FNT-α), sin modificar los niveles de otras citoquinas 

necesarias para el correcto funcionamiento de la respuesta Th2 (p.e. IL-4) 

(Hernández et al., 2013).  

El protocolo de administración consiste en una primera inmunización 

(1 ml, s.c.) seguida de una segunda a los 15 días (1 ml, s.c.). Hasta la fecha 

solo existe un estudio presentado sobre la eficacia de la autovacuna 

(Hernández et al., 2013), en el cual 44 perros con infección natural por L. 

infantum, seropositivos, con signos clínicos y/o alteraciones 

clinicopatológicas, fueron tratados con dos dosis de autovacuna y 

monitorizados durante dos meses. El 85% de los animales mejoraron 

clínicamente a los dos meses post-tratamiento, mientras que el 15% restante 

no tuvieron una evolución favorable y requierieron un tratamiento 

leishmanicida. Los títulos de anticuerpos se mantuvieron estables, pero se 

observó un aumento de un 52,5% en la ratio IgG2/IgG1 y una reducción en la 

carga parasitaria en MO/LN del 42 y 70% mediante citología y qPCR, 

respectivamente. Además, no se observaron reacciones adversas.  

Las ventajas de este tratamiento son su eficacia clínica y 

parasitológica, compatibilidad con otros tratamientos leishmanicidas o 

leishmaniostáticos, así como la seguridad a nivel renal y hepático. Las 

desventajas, por ahora son los costes, la dificultad de hacer un seguimiento 

de los perros tratados por la elevada producción de anticuerpos que no son 
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discriminados por las técnias serológicas convencionales, además de la 

necesidad de realizar una toma de muestras invasiva (LN o MO) antes de 

iniciar el tratamiento.  

- Levamisol 

Aunque se puede considerar que el levamisol es un 

inmunoestimulante en el tratamiento de algunas helmintosis animales, no se 

utiliza de forma habitual en el tratamiento de la Lcan y cuando se emplea va 

siempre asociado a un tratamiento específico convencional, ya que no 

existen suficientes evidencias científicas que demuestren su eficacia frente a 

esta enfermedad. Mientras que unos autores obtienen resultados pobres o 

inexistentes (Barta et al., 1992), otros aseguran su eficacia en combinación 

con alopurinol (Lorente et al., 2006), pero sin descartar que estos resultados 

positivos se deban al alopurinol.  

- Citoquinas 

La producción de IL-2 e IFN- por parte de las células T está 

disminuida durante la infección por Leishmania. La incorporación al mercado 

de citoquinas recombinantes, ha abierto nuevas posibilidades terapéuticas. 

El IFN- produce la activación de los macrófagos con inducción en la 

síntesis de IL-1 y FNT-α, aumenta la expresión de los genes que regulan el 

CMH II, induce la respuesta inmunitaria protectora mediada por linfocitos 

Th1 CD4+ y, en el caso de la leishmaniosis, potencia el depósito de los 

antimoniales en el interior de los macrófagos (de Lima et al., 2007). 

Aunque la información existente acerca del tratamiento con 

citoquinas en perros es escasa, se ha observado que los perros que 

desarrollan una respuesta celular de tipo Th1 permanecen clínicamente 

sanos, por lo que algunos autores consideran que la inducción de IFN-, 
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mediante el tratamiento con citoquinas, constituye una alternativa 

terapéutica con bastantes posibilidades de éxito (Miró, 2013). 

También se ha estudiado la eficacia del interferón-ω felino a una 

dosis de 0,1 ml/kg/cada 48 horas vía s.c. durante cinco días consecutivos 

asociado al Glucantime en perros con infección natural por L. infantum 

(Proverbio et al., 2005). Dichos autores obtuvieron buenos resultados tanto 

clínicos como laboratoriales con dicha combinación.  

- Agregado protéico de anhídrido de magnesio-amónico 

fosfolinoleato-palmitoleato (P-MAPA) 

Es un compuesto obtenido de la fermentación del hongo Aspergillus 

oryzae, estimulante de la respuesta inmune celular, mediante el aumento de 

proliferación de células esplénicas y la producción de citoquinas IL-2, IFN-γ y 

células NK. Además, estimula la mielopoyesis y posee actividad antitumoral y 

antimicrobiana (Santiago et al., 2013).  

Estos autores proponen su uso como coadyuvante en el tratamiento 

de la Lcan, tras realizar un estudio en perros con leishmaniosis, a los que se 

administró 2 mg/kg cada 3 días durante un total de 45 días, vía i.m. 

Posteriormente, observaron una reducción de los signos clínicos y de la carga 

parasitaria en piel, así como de los niveles séricos de IL-10, mientras que los 

niveles de IL-2, IFN-γ y LT CD8+ incrementaron sin producir reacciones 

adversas.  

Son necesarios más estudios con un mayor número de perros y 

periodos de seguimiento más largos para valorar la eficacia de los 

inmunomoduladores.  

2.5.1.5. Resistencias 

Aunque en medicina humana se ha descrito la resistencia de 

Leishmania a los antimoniales pentavalentes, AmB, miltefosina y aminosidina 
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(Croft et al., 2006), existe muy poca información al respecto en medicina 

veterinaria. Actualmente no hay marcadores moleculares de resistencia 

disponibles para los fármacos anti-Leishmania. Por ello, el único método 

seguro para el seguimiento de aislados resistentes consiste en utilizar 

modelos amastigote-macrófago in vitro (Croft et al., 2006).  

Además de los factores farmacológicos, existen una serie de factores 

del hospedador que son responsables de la propagación de la resistencia a 

fármacos en la leishmaniosis humana. Entre ellos están el seguimiento 

inadecuado de los casos de resistencia, los métodos diagnósticos, la falta de 

consenso, la disponibilidad de los fármacos, la calidad de los mismos y su 

limitada distribución así como el acceso limitado a los centros de atención 

sanitaria para el tratamiento precoz en países en desarrollo (Mohapatra, 

2014). En áreas endémicas de LV antroponótica, especialmente en la región 

de Bihar, India, se han ido seleccionando las cepas más resistentes a 

antimoniales pentavalentes, de manera que se han extendido rápidamente 

por todo el país (Berman, 2006). Solo el 64% de los casos nuevos de LV 

humana en Bihar eran sensibles a los antimoniales y el 100% de los casos en 

los distritos de Sitamari y Darbhanga eran resistentes (Mishra et al., 1992). 

En perros se ha documentado una reducción en la sensibilidad frente 

a los antimoniales de aislados de L. infantum tras varios ciclos de tratamiento 

(Gramiccia et al., 1992; Carrió y Portús, 2002). Maia et al. (2013) describieron 

una eficacia baja de los leishmanicidas disponibles sobre los aislados de 

Leishmania de perros. Este hecho debería tenerse en cuenta, ya que los 

perros al no curarse parasitológicamente son tratados frecuentemente varias 

veces con el mismo compuesto, permitiendo, por tanto, la selección y 

transmisión de parásitos resistentes a los antimoniales pentavalentes 

(Sereno et al., 2012). Además, se ha demostrado la capacidad que poseen los 

aislados de L. infantum resistentes a los antimoniales pentavalentes de 
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desarrollarse en los flebotomos (P. perniciousus y L. longipalpis), 

manteniendo sus características de resistencia, sin alterar el ciclo en su 

vector natural (Gradoni et al., 1987; Seblova et al., 2014).  

En cuanto al alopurinol, no existen, hasta la fecha, estudios 

publicados en los que se haya analizado in vitro el efecto sobre aislados de L. 

infantum, ni se han descrito resistencias al mismo. Sin embargo, algunos 

autores no recomiendan su uso en monoterapia en el tratamiento de la Lcan, 

ya que los parásitos parecen adaptarse fácilmente a este compuesto (Maia et 

al., 2013) y son frecuentes las recidivas (Miró, 2013). 

A pesar de haberse documentado pocos casos de resistencia a la 

miltefosina, recientemente, se han descrito casos en humanos en Nepal 

(Pandey et al., 2012). Debido a la transmisión antroponótica en el 

subcontinente indio, un mal uso de este fármaco junto con su elevada vida 

media, suponen un riesgo para la aparición rápida de resistencias en el 

futuro (Zerpa et al., 2007; Bhandari et al., 2012).  

Una explicación de la falta de resistencias de la AmB podría ser 

precisamente su doble mecanismo de acción, por un lado su unión al 

ergosterol de la membrana, un lípido vital funcionalmente, que constituye su 

principal mecanismo antimicrobiano y, por otro lado, la permeabilización de 

dicha membrana a través de los canales iónicos (Gray et al., 2012). Otra 

posible explicación sería que los parásitos mueren rápidamente tras la 

administración de AmB, por lo que apenas tendrían oportunidad de 

desarrollarse aislados resistentes (Shakya et al., 2011). 

2.5.2. Prevención 

Aunque actualmente no hay ninguna medida preventiva que ofrezca 

una garantía del 100%, el uso tópico de insecticidas/repelentes (piretroides) 
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de forma regular en el perro ha demostrado una eficacia elevada en la 

reducción de la infección por Leishmania. 

2.5.2.1. Lucha antivectorial 

Evitar la picadura de los flebotomos es fundamental en la prevención 

de la infección por L. infantum en perros y ha demostrado una clara 

reducción de la incidencia de la enfermedad (Otranto et al., 2013).  

Existen una serie de acciones destinadas a evitar la transmisión de 

Leishmania a los flebotomos, cuyo objetivo es impedir la picadura del vector 

e incluso reducir sus poblaciones: 

1) mantener a los perros en el interior de la vivienda, 

fundamentalmente desde el atardecer hasta el amanecer durante la época 

de actividad del vector, ya que es cuando los flebotomos se alimentan 

(Martín-Sánchez et al., 2009; Gálvez et al., 2010b). 

2) reducir los microhabitat favorables para los flebotomos, como los 

escombros y la acumulación de maderas y piedras, grietas y fisuras en las 

paredes, en las proximidades de las viviendas y otros lugares frecuentados 

por perros (Sharma y Singh, 2008; Solano-Gallego et al., 2011). Esta medida 

es uno de los pocos ejemplos de control eficaz frente a los flebotomos 

(Alexander y Maroli, 2003). 

3) el rociamiento del interior de las viviendas con insecticidas 

residuales, incluyendo paredes interiores, ventanas, grietas, establos, 

gallineros, etc. (Alexander y Maroli, 2003; Sharma y Singh, 2008; Quinnell y 

Courtenay, 2009). Para completar el control intradomiciliario deben 

colocarse mallas protectoras. Algunos autores, sin embargo, consideran que 

la nebulización espacial para el control de los flebotomos adultos no es útil y 
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el efecto residual de la pulverización de paredes en las viviendas es muy 

corto (Romero y Boelaert, 2010). 

4) el uso de cortinas y mosquiteras finas apropiadas (con una luz no 

superior a 0,3-0,4 mm2), pudiendo tratarse con piretroides (Alexander y 

Maroli, 2003; Miró y Molina, 2006; Quinnell y Courtenay, 2009; Bray y 

Hamilton, 2013). 

5) aplicación de insecticidas/repelentes tópicos de probada eficacia 

sobre los perros (Solano-Gallego et al., 2011). 

La eliminación masiva del vector, llevada a cabo en algunas 

enfermedades transmitidas por vectores, no se considera una medida 

apropiada para el control de los flebotomos por razones biológicas, técnicas 

y económicas (Otranto y Dantas-Torres, 2013) ya que tienden a habitar zonas 

focales en lugar de tener una amplia distribución (Gálvez et al., 2010b). El 

control ambiental de las fases inmaduras es inviable ya que los microhabitat 

de las larvas y pupas son extremadamente variables, incluyendo raíces y 

agujeros de árboles, madrigueras de animales y follaje en descomposición 

(Maroli et al., 2013). El peligro para el medio ambiente y la salud que 

conlleva el uso de organoclorados y otros productos químicos (p.e., 

organofosfatos y carbamatos) ha hecho que se sustituyan progresivamente 

por piretroides sintéticos, los cuales son los empleados actualmente por las 

autoridades sanitarias en varios países (Otranto y Dantas-Torres, 2013).  

Existen una gran variedad de productos tópicos, siendo los 

piretroides sintéticos los más ampliamente comercializados, debido a que 

combinan una buena eficacia frente a los flebotomos y pocos efectos tóxicos 

en los perros (Gramiccia, 2011). Constituyen la herramienta más eficaz en la 

prevención de la infección por L. infantum en perros (Otranto y Dantas-

Torres, 2013).  Están  disponibles  en  forma  de  pulverizaciones,  pipetas  y 
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collares con diferentes tiempos de liberación del producto y por lo tanto con 

diferentes tiempos de aplicación (Gramiccia, 2011). Estos productos poseen 

un doble efecto, 1) repelente (protección individual) mediante el cual se 

interrumpe la transmisión al tener una acción irritante y producir la 

desorientación del flebotomo, que no llega a ingerir sangre del hospedador, 

e 2) insecticida (protección en masa) matando al vector que se haya 

alimentado del perro tratado o simplemente se haya posado sobre él 

(Otranto y Dantas-Torres, 2013; Gradoni, 2015).  

Aunque algunos flebotomos pueden alimentarse sobre perros con 

collares repelentes/insecticidas, la mayoría mueren en unas pocas horas 

(Killick-Kendrick et al., 1997), de forma que los posibles perros infectados 

apenas contribuyen a la transmisión de la infección (Brianti et al., 2014). Se 

recomienda aplicar el primer tratamiento un mes antes de que comience la 

temporada de actividad de los vectores con el fin de conseguir un nivel de 

protección más alto (Alexander y Maroli, 2003).  

Otros compuestos de nueva generación, como el imidacloprid, un 

insecticida nicotinoide, ejercen una intensa acción sinérgica potenciando las 

propiedades de los piretroides (Mencke et al., 2003; Miró et al., 2007a). 

Los productos empleados actualmente según su formato de 

presentación son:  

- Collares: 

a) Los collares impregnados con deltametrina (Scalibor, MSD) liberan 

lentamente el insecticida desde una banda protectora. El producto 

penetra en el tejido subcutáneo y se distribuye por la grasa subuctánea, 

alcanzando la actividad máxima en 1-2 semanas tras su aplicación. El 

efecto repelente es superior a 6 meses (Killick-Kendrick et al., 1997; 
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Reithinger et al., 2001). La eficacia de este collar oscila entre 50-86% 

(Maroli et al., 2001; Ferroglio et al., 2008). El uso masivo de estos 

collares en perros reduce significativamente la seroprevalencia de Lcan 

en zonas endémicas (Reithinger et al., 2004; Foglia Manzillo et al., 2006; 

Davoust et al., 2013). Esto se ha observado en una zona endémica de 

Lcan en Irán, donde se consiguió reducir la seroconversión tanto en 

perros como en niños (Gavgani et al., 2002a), y en el sur de Francia, 

como demuestra un estudio de 20 años de seguimiento de 80 perros, en 

los que se redujo la seroprevalencia del 42,5 al 6,2% tras la aplicación del 

collar, observándose una reducción del riesgo de Lcan del 85,2% y una 

protección del 93,8% (Davoust et al., 2013).  

Con excepción de algunas reacciones locales descritas en perros 

(Aoun et al., 2008) no se han documentado más efectos adversos (Maroli 

et al., 2001).  

Los collares impregnados con deltametrina han demostrado ser 

eficaces frente a una gran variedad de especies de flebotomos, así como 

en diferentes ambientes en Europa, Asia y América del Sur (Maroli et al., 

2001; Gavgani et al., 2002a; Foglia Manzillo et al., 2006). 

b) El collar de matriz polimérica conteniendo una combinación al 10% de 

imidacloprid y 4,5% de flumetrina (Seresto, Bayer Animal Health) posee 

propiedades insecticidas y repelentes frente a pulgas y garrapatas 

(Stanneck et al., 2012a; Brianti et al., 2013). Además, posee una eficacia 

en prevenir la infección por L. infantum del 93,4 y 100%, en perros de 

todas las edades (Brianti et al., 2014) y en perros jóvenes (Otranto et al., 

2013), respectivamente, en áreas hiperendémicas de Lcan durante un 

periodo de hasta 8 meses. En dichos estudios, la incidencia de la 

enfermedad fue, respectivamente, del 40,2 y 45,1% en el grupo control 
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de perros sin collar. Dicha eficacia se atribuye al efecto anti-alimentación 

de la flumetrina, que reduce el número de picaduras y por tanto, el 

riesgo de infección (Otranto et al., 2013). La eficacia prolongada de este 

collar se debe a que su matriz polimérica permite la liberación 

controlada de los principios activos a una concentración constante 

(Stanneck et al., 2012a; 2012b), a diferencia de los collares de 

deltametrina registrados (Killick-Kendrick et al., 1997; Reithinger et al., 

2004). La tasa de protección media de esta combinación frente a Lcan es 

mayor que la registrada con collares de deltametrina (máximo del 86%) 

(Maroli et al., 2001; Foglia Manzillo et al., 2006). No se han descrito 

efectos adversos y además, posee un cierre de seguridad integral 

(Stanneck et al., 2012a; 2012b) que hace que la tasa de pérdida de 

collares es menor (22,5-27%) (Otranto et al., 2013; Brianti et al., 2014) 

que la registrada con otros collares (35%) (Foglia Manzillo et al., 2006). 

- Formulaciones spot-on: 

Se aplican mediante pipetas y también proporcionan altos niveles de 

repelencia, aunque su duración es mucho menor. Tan sólo requieren 24 

horas para que el insecticida se distribuya uniformemente por el estrato 

córneo del perro (Miró et al., 2008). Otra de sus ventajas es su fácil 

aplicación, y a diferencia de los collares, no pueden perderse ni romperse 

(Otranto et al., 2007).  

Se han empleado diferentes productos y combinaciones:  

a) Imidacloprid 10% y permetrina 50% (Advantix, Bayer Animal Health): 

Posee efecto repelente cuando se administra cada 21 días, como se ha 

demostrado experimentalmente frente a P. perniciosus (eficacia del 

97,7% el día 1 y 74% el día 29 tras la aplicación) (Miró et al., 2007a), y 

frente a P. papatasi (eficacia de 94,6% el día 1 y 55,9% el día 29 tras la 
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aplicación) (Mencke et al., 2003). A su vez, en estudios de campo 

realizados en zonas endémicas de Lcan, con grupos control de animales 

sin tratar, se han observado efectos repelentes del 100% en perros 

jóvenes (Otranto et al., 2010a) tras su aplicación cada tres semanas, de 

88,9-90,36% tras su aplicación mensual, y 90,73-100% en animales 

tratados cada dos semanas (Otranto et al., 2007). La eficacia insecticida 

obtenida bajo condiciones de laboratorio frente a colonias de P. 

perniciosus es moderada, probablemente debido al elevado efecto 

repelente: 53,2% y 2-9% los días 1 y 29 tras la aplicación, 

respectivamente (Miró et al., 2007a). No se han observado reacciones 

adversas al producto (Mencke et al., 2003; Miró et al., 2007a; Otranto et 

al., 2010a). 

b) Permetrina 65% (Exspot, MSD): un estudio preliminar, con tan sólo dos 

perros tratados, mostró una buena eficacia repelente (˃ 90%) durante las 

cuatro primeras semanas, e insecticida (˃ 61%) durante cinco semanas 

p.t. (Molina et al., 2001). En una región endémica se observó una 

reducción del riesgo de infección del 84%, determinada mediante 

serología, en los animales tratados mensualmente con esta formulación, 

siendo el resultado igual al observado con collares de deltametrina 

(Ferroglio et al., 2008).  

c) Dinotefuran 4,95%, permetrina 36,08% y piriproxifeno 0,44% (Vectra 

3D™, Ceva): esta reciente formulación spot-on también posee una buena 

eficacia repelente (96,9 y 87,0%) e insecticida (97,8 y 39,6%) los días 1 y 

28 tras la primera aplicación, respectivamente, frente a P. perniciosus 

(Liénard et al., 2013). Tampoco se han registrado efectos adversos tras 

su administración.   
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d) Fipronil (67,6 mg/ml) y permetrina (504,8 mg/ml) (Frontect/Frontline 

Tri-Act, Merial): En los dos estudios experimentales llevados a cabo por 

Dumont et al. (2015) la eficacia repelente tras 60 minutos de exposición 

a P. perniciosus fue 98,2 y 90,3%, en los días 1 y 29 tras la aplicación, 

respectivamente, y la eficacia insecticida registrada tras cuatro horas de 

la exposición fue 98,7 y 78,9%, respectivamente.  

e) Indoxacarb (150 mg/ml) y permetrina (480 mg/ml) (Activyl Tick Plus, 

Merck/ MSD Animal Health): proporciona una buena eficacia repelente 

frente a P. perniciosus entre los 2 y 21 días de su aplicación (99 y 88%, 

respectivamente), manteniéndose hasta el día 29 (84%) sin observarse 

reacciones adversas. Su eficacia insecticida es bastante escasa (27% a los 

2 días  y 0% a los 21 días) (Frenais et al., 2014). Dicho estudio es el único 

publicado hasta la fecha sobre el uso de esta formulación para prevenir 

la Lcan y se cree que su actividad insecticida se debe fundamentalmente 

a la permetrina, por su rápida penetración en la cutícula de los insectos y 

su efecto irritante o “knock down”, que hace que el insecto apenas entre 

en contacto con la piel tratada y deja de alimentarse (Beugnet y Franc, 

2012), y no al indoxacarb, el cual principalmente llega al insecto por 

ingestión y apenas es absorbido por la cutícula (Frenais et al., 2014). 

- Pulverizadores 

Los pulverizadores a base de permetrina y piriproxifeno poseen una 

actividad repelente inmediata con una eficacia del 71,4%, un efecto 

insecticida del 7,2% y protege durante 21 días (Molina et al., 2006).  

A pesar de la elevada eficacia conseguida con los piretroides tópicos, 

estos no pueden evitar todas las picaduras de los flebotomos potencialmente 

infectantes, y al contrario de lo observado en los estudios controlados, los 
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propietarios no los encuentran lo suficientemente eficaces (Cortes et al., 

2012). 

2.5.2.2. Vacunas 

El uso de vacunas frente a la Lcan podría suponer la herramienta más 

práctica y eficaz en su control, así como para reducir el riesgo de infección en 

humanos (Dye, 1996; Gradoni, 2001).  

Una vacuna eficaz frente a Leishmania deberá inducir una respuesta 

inmune Th1 predominante, fuerte y duradera para prevenir el 

establecimiento de la infección inicial, lo que supone la mejor opción teórica, 

o bien controlar su progresión hacia la enfermedad. De esta manera, la 

vacuna también reduciría la transmisión de los parásitos (Gradoni, 2015).     

Con el fin de conseguir el máximo nivel de protección, y ya que ninguna 

vacuna actual proporciona una protección del 100%, la vacunación debe 

combinarse siempre con repelentes tópicos (Oliva et al., 2014).  

Durante las últimas décadas se han realizado numerosos progresos 

para seleccionar antígenos de Leishmania como potenciales candidatos 

vacunales así como los mejores adyuvantes para dichas vacunas  (Palatnik-

de-Sousa, 2008). La elección del adyuvante juega un papel muy importante 

en promover una respuesta adecuada frente al antígeno y su reconocimiento 

por parte del sistema inmunitario (Miró et al., 2008). Algunos adyuvantes no 

son adecuados en perros, por ejemplo el bacilo vivo de Calmette y Guérin 

(BCG) se ha empleado con éxito experimentalmente junto con proteínas 

recombinantes de Leishmania, pero produce grandes abscesos tras su 

aplicación por vía s.c. en perros (Poot et al., 2009). 

En perros se han investigado cuatro tipos de vacunas a base de: 

parásitos muertos (Gavgani et al., 2002b; Mohebali et al., 2004; Giunchetti et 
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al., 2008a), antígenos purificados (Borja-Cabrera et al., 2002; Lemesre et al., 

2005; 2007; Moreno et al., 2014b), antígenos recombinantes (Gradoni et al., 

2005) y de ADN (Rafati et al., 2005; Rodríguez-Cortés et al., 2007b).  

Las vacunas también se pueden dividir en vacunas de primera 

generación (parásitos vivos), de segunda generación (antígenos purificados 

de Leishmania o bacterias recombinantes vivas expresando antígenos de 

Leishmania) y de tercera generación (antígenos codificados en plásmidos de 

ADN) (Foroughi-Parvar y Hatam, 2014; Rezvan y Moafi, 2015). 

La mayoría de los veterinarios en el sur de Europa recomiendan el 

uso de vacunas seguras y eficaces como medida preventiva en perros en 

áreas endémicas (96,5%), que se trasladan a áreas endémicas (96,5%) o 

combinadas con otras medidas profilácticas (94,2%) (Bourdeau et al., 2014). 

2.5.2.2.1. Vacunas de primera generación:  

Las vacunas con parásitos vivos o atenuados se han considerado 

poco seguras y las vacunas con parásitos muertos han demostrado escasa 

protección (Gradoni, 2001). 

Las vacunas vivas consisten en promastigotes vivos virulentos 

cultivados in vitro e inoculados intradérmicamente en zonas del cuerpo no 

visibles (McCall et al., 2013). Las personas que se recuperan de la 

leishmanización son inmunes a la infección natural. Sin embargo, no se evita 

que aparezca una lesión en el punto de inoculación, y en una amplia parte de 

la población se producen lesiones graves, que pueden requerir tratamiento. 

Por ello, esta práctica ha sido abandonada, excepto en Uzbekistán, único país 

donde todavía se realiza (Noazin et al., 2008).  

Las vacunas vivas atenuadas presentan la ventaja de simular una 

infección natural, pero avirulenta, facilitando la estimulación de la respuesta 
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inmune de memoria (Silvestre et al., 2008). Las vacunas vivas de Leishmania 

atenuadas que se han estudiado incluyen: 1) Aislados avirulentos, como L. 

tarentolae, que induce una inmunidad cruzada con las especies patógenas 

(Breton et al., 2005), 2) Parásitos atenuados mediante pases en cultivo in 

vitro (Mitchell et al., 1984), selección por sensibilidad a la temperatura 

(Gorczynski, 1985), a la irradiación gamma (Rivier et al., 1993) o mutagénesis 

química (Kimsey et al., 1993), 3) Parásitos modificados genéticamente. 

Convit et al. (1987) fueron los pioneros en el uso de BCG como 

coadyuvante de parásitos muertos. Mohebali et al. (2004) obtuvieron una 

eficacia del 69% con una vacuna basada en precipitados de L. major 

autoclavados en hidróxido de aluminio y BCG. La vacuna se consideró segura 

y bien tolerada, con excepción de una úlcera en el punto de inoculación 

presente en el 64,5% de los perros.  

2.5.2.2.2. Vacunas de segunda generación 

- Antígenos brutos de parásitos completos 

La vacuna LBSap, compuesta de antígenos brutos de L. braziliensis y 

saponina como adyuvante ha demostrado ser altamente inmunogénica y 

promover una respuesta inmunitaria humoral y celular persistente frente a la 

infección por L. infantum en perros (Roatt et al., 2012). En este estudio 

llevado a cabo en Brasil, se incluyeron 20 perros separados en 4 grupos, de 

manera que se inyectó por vía s.c., respectivamente, PBS, proteína de L. 

braziliensis, saponina y LBSap, 3 veces durante 4 semanas. 105 días después, 

se infectó intradérmicamente a los perros con promastigotes de L. infantum 

y extracto de las glándulas salivales de L. longipalpis. Los perros vacunados 

con LBSap desarrollaron un aumento de las IgG específicas anti-Leishmania 

(subclases IgG1 e IgG2), de las células T4 y T8 y de los niveles de IFN-γ en el 

bazo. A su vez, la carga parasitaria en el bazo disminuyó significativamente. 
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Resultados similares se han observado en otros estudios con la misma 

vacuna (Vitoriano-Souza et al., 2013). Se trata de una vacuna segura en 

perros, no ocasionando úlceras en el punto de inoculación (Giunchetti et al., 

2007; Vitoriano-Souza et al., 2008).   

- Vacunas de fracciones purificadas 

Las vacunas basadas en antígenos purificados son las que han dado 

mejores resultados. Estas vacunas están formadas únicamente por fracciones 

de Leishmania purificadas en el laboratorio. Su principal ventaja es la 

ausencia de partes del parásito que pueden exacerbar la enfermedad en 

lugar de conferir protección. La mayoría de estas moléculas protectoras se 

localizan en la superficie del parásito. Dentro de este grupo se encuentran 

dos vacunas que han sido aprobadas para su uso en la Lcan: 

 CaniLeish (Virbac Animal Health, Francia): ha sido la primera vacuna 

aprobada por la Agencia Española del Medicamento y Productos 

Sanitarios (AEMPS) en Europa. Consiste en proteínas purificadas de 

excreción-secreción de L. infantum (LieSAP – L. infantum excreted 

antigen promastigote), junto con saponina QA-21 como adyuvante (una 

fracción altamente purificada de saponina Quilaja saponaria) (Moreno et 

al., 2014b). Se desarrolló en Francia, empleando el dipéptido muramil 

(MDP) como adyuvante (Lemesre et al., 2005; Bourdoiseau et al., 2009).  

La vacuna se administra en perros seronegativos y mayores de 6 

meses en tres inyecciones subcutáneas, con un intervalo de tres 

semanas y una dosis anual de recuerdo. Ha demostrado ser es muy 

inmunógena en perros, produciendo una respuesta humoral 

predominantemente de tipo IgG2 e induce una respuesta celular fuerte 

de tipo Th1 de un año de duración, estimulando la capacidad 

leishmanicida de los macrófagos (Moreno et al., 2012; 2014b).  
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Martin et al. (2014) observaron que el riesgo de progresión hacia una 

infección activa se redujo en perros vacunados con CaniLeish, y sin 

recibir ninguna dosis anual de recuerdo, un año tras ser infectados por 

vía i.v. con promastigotes de L. infantum. A su vez, la carga parasitaria en 

MO fue menor que en los perros del grupo control. En ensayos de 

campo, su eficacia se demostró exponiendo 90 perros a la infección 

natural por L. infantum durante dos épocas consecutivas de transmisión 

en dos regiones endémicas (46 vacunados y 44 controles). Se redujo 

significativamente el riesgo de progresión hacia la infección activa, con 

una eficacia clínica del 68,4% y una tasa de protección del 92,7%. Se 

estudió la probabilidad de que un perro resultara positivo mediante PCR 

a partir de aspirados de tejidos, siendo similar entre los grupos, aunque 

en el grupo de perros vacunados la probabilidad de volver a un resultado 

negativo de PCR fue mayor (Oliva et al., 2014).  

El poder infectante de los perros vacunados es menor, como se ha 

demostrado mediante xenodiagnóstico con P. perniciosus (Bongiorno et 

al., 2013). Sin embargo, son necesarios más estudios con mayor número 

de animales y de diversas edades y razas.  

Mientras que en la mayoría de los estudios publicados no se han 

descrito efectos adversos locales ni sistémicos tras la vacunación en 

perros (Martin et al., 2014; Moreno et al., 2014b), Oliva et al. (2014) 

describen algunos casos de alopecia transitoria focal en el punto de 

inoculación.  

 Leishmune (Zoetis): comercializada en Brasil en el año 2004, ha sido la 

primera vacuna aprobada para la inmunoprofilaxis de la Lcan (Borja-

Cabrera et al., 2002). Se trata de una fracción enriquecida de la 

glicoproteína de superficie GP63 de L. donovani, denominada FML 
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(ligando fucosa-manosa) con saponina QuilA como adyuvante. La pauta 

de vacunación consiste en tres dosis iniciales con un intervalo de tres 

semanas y una revacunación anual. 

Los estudios de campo realizados revelan que esta vacuna presenta 

una eficacia del 76-80% y una protección del 92-95% (Borja-Cabrera et 

al., 2002; 2008). Nogueira et al. (2005) demostraron la ausencia del 

parásito y de signos clínicos en los animales vacunados. La vacuna ha 

resultado ser inmunógena, segura y protectora a largo plazo en estudios 

clínicos de fase III (Borja-Cabrera et al., 2002; da Silva et al., 2000). 

Además, los perros vacunados resultan positivos al test DTH en un 

periodo de dos (da Silva et al., 2000) y siete meses (Borja-Cabrera et al., 

2002). Leishmune es un estimulador selectivo de los fagocitos, induce la 

producción de IFN-γ e IL-4, así como de niveles elevados de IgG1 anti-

Leishmania y LT CD8+ (Araújo et al., 2008; 2011). Además, la naturaleza 

purificada del antígeno FML promueve una activación selectiva de las 

células de la respuesta inmune innata (Araújo et al., 2008). Marcondes et 

al. (2011b) observaron una primera elevación de anticuerpos 48 días tras 

la última vacunación, manteniéndose unos niveles altos de anticuerpos 

durante seis meses.  

Con las técnicas serológicas estándar existe una reacción cruzada 

entre los anticuerpos de los animales vacunados y de los animales con 

infección natural (Marcondes et al., 2011b). En este contexto, 

Marcondes et al. (2013) comparando varias técnicas serológicas 

observaron que la técnica de ELISA indirecto in house fue la que detectó 

más perros seropositivos (100% a los 42 y 90 días post-vacunación y 

88,8% a los seis meses post-vacunación), pero no discrimina anticuerpos 

de infección de anticuerpos vacunales. 
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El adyuvante de esta vacuna, la saponina, potencia su eficacia, pero 

puede causar efectos secundarios como anorexia, astenia, fiebre, 

vómitos, diarrea o reacciones cutáneas adversas en el punto de 

inoculación (dolor, inflamación, alopecia, necrosis) (Parra et al., 2007; 

Fernandes et al., 2014).  

Algunos autores describen cómo en perros enfermos la vacuna es 

capaz de bloquear la transmisión de la infección (Dantas-Torres, 2006; 

Saraiva et al., 2006) y hay estudios que revelan que esta vacuna podría 

utilizarse como inmunoterapia en la Lcan (Santos et al., 2007) y Borja-

Cabrera et al.(2010) observan mejores resultados cuando se combina 

con quimioterapia, aunque parece prematuro su uso en perros 

enfermos.  

- Vacunas de proteínas recombinantes 

Estos antígenos producen una fuerte protección pero de menor 

duración por pérdida de inmunogenicidad, debido a que su conformación 

puede cambiar respecto a la proteína original con la posible pérdida de 

conformación de epítopos (Coler y Reed, 2005). En general, estas vacunas 

necesitan administrarse con adyuvantes para poder generar una respuesta 

Th1 (Coler y Reed, 2005; Poot et al., 2009).  

 LeishTec, Hertape Calier: esta vacuna, a base del antígeno recombinante A2 

y saponina como adyuvante, se aprobó para su uso frente a la Lcan en Brasil 

tras realizar un estudio con perros infectados experimentalmente (7 

vacunados y 7 controles). La protección frente a la infección, evaluando 

cultivos de Leishmania en aspirados de tejidos, fue del 40% (Fernandes et al., 

2008). Además, se observó un incremento en los niveles de IgG total e IgG2, 

así como de IFN-γ. La pauta de vacunación es de tres dosis con un intervalo 

de tres semanas y revacunación anual.  
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Fernandes et al. (2014) describen en el 13% de los perros vacunados 

reacciones adversas sistémicas (apatía, anorexia e hiporexia) y locales (dolor, 

edema y nódulos inflamatorios de hasta cinco días de duración), así como la 

presencia de parásitos en el bazo del 7,9% de perros y una capacidad 

infectante en el 5,4% de los animales.  

Actualmente, LeishTec es la única vacuna disponible en Brasil ya que 

Leishmune ha sido retirada del mercado en octubre de 2014 (datos sin 

publicar).  

 La proteína quimera “Q” está formada por la fusión génica de 5 fragmentos 

antigénicos intracelulares a partir de proteínas ribosomales ácidas y la 

histona H2A (Soto et al., 1998). La administración intraperinoteal de esta 

proteína “Q” junto con el adyuvante BCG demostró protección en perros tras 

ser infectados experimentalmente con L. infantum con una eficacia del 90% 

(Molano et al., 2003). También se ha observado que una única inyección en 

perros vía s.c. de la proteína “Q” sin adyuvantes, induce una reducción en la 

carga parasitaria así como protección clínica frente a la infección por 

Leishmania (Carcelén et al., 2009). Por el contrario, en otro estudio ninguno 

de los candidatos vacunales fue capaz de prevenir el establecimiento de la 

infección ni la aparición de signos clínicos, a pesar de haber inducido una 

respuesta inmune celular (Poot et al., 2009). 

 La combinación del antígeno recombinante MML con dos adyuvantes 

diferentes fracasó en demostrar eficacia previniendo el establecimiento y la 

progresión de la enfermedad (Gradoni et al., 2005). En cambio, los estudios 

realizados en Brasil han detectado una eficacia terapéutica del 75% a los 36 

meses post-vacunación (Trigo et al., 2010). 
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2.5.2.2.3. Vacunas de tercera generación 

Más recientemente, el avance de la biotecnología ha permitido el 

desarrollo de vacunas de ADN que consisten en la inserción del gen que 

codifica la proteína de interés vacunal en un plásmido bacteriano, el cual se 

inocula al individuo para que éste exprese las proteínas in vivo (Wolff et al., 

1990). El ADN plasmídico actúa como vehículo y adyuvante activando a los 

LB, la producción de citoquinas y la respuesta inmune innata, mediante el 

TLR9 (Krieg, 2002). De esta forma poseen las ventajas de las vacunas vivas 

pero sin el riesgo de provocar la infección.  

En comparación con las vacunas basadas en antígenos 

recombinantes, las vacunas de ADN son mucho más estables, al no necesitar 

cadena de frío, ser baratas y poder combinarse varios genes en un solo 

candidato vacunal (Palatnik-de-Sousa, 2008; 2012).  

Sin embargo, no se ha conseguido la eficacia profiláctica deseada 

frente a la infección por L. infantum, como demuestra el estudio llevado a 

cabo por Rodríguez-Cortés et al. (2007b) en el que si inmunizó 

intradérmicamente a perros sanos con la mezcla de un plásmido 

multiantigénico codificando cuatro proteínas de L. infantum (Gp63, LACK, 

KMP-11 y TRYP). Tras su infección experimental un mes después, la mayoría 

de los perros presentaban signos clínicos evidentes de la enfermedad a los 3-

4 meses.  

En otro estudio con un modelo de infección experimental de Lcan, se 

evaluaron dos vacunas basadas en vectores poxvirus expresando la proteína 

LACK de L. infantum en la primovacunación y en la dosis de recuerdo. Se 

obtuvo una tasa de protección del 62,5% mediante estimulación de la 

respuesta inmune Th1, no observándose signos clínicos a los 290 días post-

vacunación. (Ramos et al., 2008). 

144



Revisión bibliográfica 

 

 
 

Actualmente, se ha conseguido mejorar la eficacia de las vacunas 

ADN mediante la estrategia de vacunación-revacunación (“prime-boost”) 

heteróloga. Consiste en la vacunación (prime) con un vector que contiene el 

gen de interés y la revacunación heteróloga (“heterologous boost”) con un 

vector diferente al primero pero que contiene el mismo gen o antígeno. Este 

método ha mejorado la inmunogenicidad de las vacunas ADN, ya que induce 

una respuesta celular CD4+ y CD8+ y selecciona los LT específicos del 

antígeno introducido (Woodland, 2004). Se han estudiado diversos tipos de 

vectores y antígenos para la vacunación-revacunación frente a la 

leishmaniosis. En un ensayo realizado en perros a los que se administró una 

vacuna recombinante basada en un plásmido portador de un gen para la 

expresión del antígeno LACK, seguida de una segunda dosis de recuerdo 

vehiculada en el virus vaccinia recombinante que contenía el mismo gen, se 

obtuvo una eficacia de protección del 60% después de 17 meses de 

seguimiento (Ramiro et al., 2003).  

La inclusión de antígenos de la “saliva” del vector en las vacunas anti-

Leishmania en perros, aumenta su eficacia protectora frente a Lcan, ya que 

dichos antígenos han demostrado ser muy inmunógenos en el modelo 

murino (Gomes et al., 2008; Oliveira et al., 2008). Tras la vacunación “prime-

boost” en perros con las proteínas LJL143 y LJM17 de L. longipalpis, se 

induce una respuesta Th1 con producción de IFN-γ, así como la actividad 

leishmanicida de los macrófagos in vitro (Collin et al., 2009). 

A pesar de haberse logrado numerosos avances en las vacunas para 

el control de la leishmaniosis, aún existen numerosos factores que limitan su 

progreso hacia el desarrollo de vacunas eficaces y universales. Entre ellos se 

incluyen la gran diversidad genética de los parásitos, la dificultad de 

encontrar marcadores de resistencia en hospedadores inmunizados y la falta 

de sistemas de infección experimental prácticos que simulen el natural 
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(Gradoni, 2015). Además, hay que considerar que la valoración de la eficacia 

clínica de una vacuna en condiciones de campo conlleva años y se necesita 

un elevado número de perros.  

2.5.2.3. La eutanasia en perros como medida de control  

El uso de esta práctica (dog culling) con el fin de controlar la 

leishmaniosis humana comenzó en Palestina, China y la Unión Soviética 

(Costa, 2011). Concretamente en China, donde L. donovani y L. infantum son 

responsables de la LV antroponótica y zoonósica, respectivamente (Lu et al., 

1994), se realizó un gran esfuerzo para combinar simultáneamente el 

tratamiento masivo de personas infectadas, el control ambiental del vector 

con DDT y la eliminación de perros. Con las dos primeras estrategias se 

consiguió interrumpir la transmisión antroponótica, de forma que en los 

años 70 los casos de LV en humanos eran infrecuentes en China (Costa, 

2011). Sin embargo, en 2008 se produjo un brote de LV, lo que demuestra 

que la enfermedad nunca fue erradicada y la eutanasia masiva no es eficaz 

(Otranto y Dantas-Torres, 2013).  

En Brasil, donde el control de la Lcan se ha basado desde la década 

de 1950 en la eutanasia de los perros seropositivos, se sacrifican cada año 

miles de perros y la incidencia humana anual se estima en 3.500 casos 

(Dantas-Torres et al., 2012), siendo responsable del 90% de los casos de LV 

zoonósica a nivel mundial (Alvar et al., 2012). A pesar de no estar aprobada 

por razones éticas en Brasil (Costa, 2011), las autoridades de salud pública 

continúan recomendando esta medida. La ineficacia de una técnica tan poco 

ética está demostrada por la tendencia creciente de los casos de LV 

zoonósica entre los años 1990 y 2010 en Brasil (Dantas-Torres et al., 2012). 

Ya que la eutanasia de los perros se basa únicamente en resultados 

de serología, los perros vacunados pueden ser sacrificados por una mala 
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interpretación del diagnóstico, y por tanto, deberían incluirse las técnicas 

moleculares para proporcionar un diagnóstico más preciso y evitar la 

eutanasia de perros no infectados (de Oliveira Mendes et al., 2003; 

Marcondes et al., 2013).  

Además, Costa et al. (2013), han demostrado mediante 

xenodiagnóstico que algunos perros inoculados intradérmicamente con L. 

infantum junto con glándulas salivales de L. longipalpis con serología positiva 

no fueron infectantes para los flebotomos. 

Las razones por las que esta estrategia fracasa incluyen:  

- Otros animales actúan como reservorios de L. infantum (p.e. 

marsupiales, roedores y los propios humanos) (Quinnell y 

Courtenay, 2009). 

- Los estudios de L. infantum en las poblaciones de perros basados 

exclusivamente en la serología son poco precisos (Silva et al., 

2011). 

- El reemplazo rápido de los perros eutanasiados por perros 

jóvenes incrementa la proporción de animales suscetibles en la 

población (Nunes et al., 2008). 

2.5.2.4. Manejo de perros clínicamente sanos en áreas endémicas 

El hecho de encontrar ADN de Leishmania en la sangre y otros tejidos 

de perros clínicamente sanos en áreas endémicas solo indica infección, pero 

puede que nunca desarrollen enfermedad (Oliva et al., 2006). Por el 

contrario, hallar un título elevado de anticuerpos suele corresponderse con 

la diseminación de la infección y un futuro desarrollo de la enfermedad (Reis 

et al., 2006c; Solano-Gallego et al., 2009). Consecuentemente, se debería 

realizar la detección de anticuerpos en perros residentes en áreas endémicas 
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de Lcan al menos cada 6-12 meses, con el fin de instaurar las correctas 

medidas terapéuticas y preventivas (Solano-Gallego et al., 2009). Los perros 

clínicamente sanos pero con títulos elevados de anticuerpos deberían 

tratarse como perros enfermos, mientras que a los perros con títulos bajos y 

clínicamente sanos debería realizarse un seguimiento clínico y serológico 

cada tres-cuatro meses durante un año, y posteriormente cada 6-12 meses, 

ya que la manifestación clínica de la enfermedad puede tardar hasta años en 

aparecer (Oliva et al., 2006; Solano-Gallego et al., 2011).  

2.6. IMPORTANCIA EN SALUD PÚBLICA 

Los perros son los principales reservorios domésticos de la infección 

por L. infantum, razón por la cual han sido el principal objetivo en la 

mayoría de los  programas de control en diversos países. Aunque la Lcan se 

considera endémica en varios países, principalmente en América del Sur y 

en la cuenca  mediterránea, a día de hoy no existe una estimación precisa 

de su actual distribución y prevalencia.  

El hecho de que haya un perro infectado en una vivienda no parece 

incrementar mucho el riesgo de infección a la familia cuando la transmisión 

está presente en el área en la que se encuentran. Por lo tanto, los 

propietarios de perros con leishmaniosis poseen un riesgo bajo de 

infectarse por medio de su propio perro (Solano-Gallego et al., 2009). En 

general, los casos de LV humana se describen en zonas donde la Lcan es 

hiperendémica (Papadopoulou et al., 2005). 

El creciente aumento de la incidencia de Lcan en países donde no es 

endémica supone un reto para los propietarios de perros, los veterinarios y 

las autoridades sanitarias. En ausencia de medidas profilácticas, la 

introducción de perros infectados en áreas previamente libres de Lcan y 
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con la presencia de vectores competentes, puede resultar en el 

establecimiento persistente de L. infantum (Maia y Cardoso, 2015).  

Las predicciones sobre el cambio climático sugieren la posibilidad 

de que se establezcan nuevas infecciones por L. infantum en determinadas 

zonas del norte y centro de Europa. Por consiguiente, la vigilancia de 

hospedadores vertebrados infectados por Leishmania, así como de los 

patrones de distribución de flebotomos en regiones con condiciones 

climáticas más favorables en Europa, es crucial (Dujardin et al., 2008; 

Ready, 2010).  

2.6.1. Brote de leishmaniosis humana en la Comunidad de Madrid 

En la Comunidad de Madrid, la leishmaniosis es una enfermedad de 

declaración obligatoria en humanos desde 1997, detectándose en la última 

década entre 12 y 25 casos anuales (Aránguez et al., 2014).  

A finales de 2010 los sistemas de vigilancia en Salud Pública 

detectaron un brote de leishmaniosis humana en la zona suroeste de la 

Comunidad de Madrid en cuatro municipios cercanos entre sí (Fuenlabrada, 

Leganés, Getafe y Humanes de Madrid) que comparten amplios espacios de 

parques (Vilas et al., 2012). Se analizaron 485 casos que cumplían los 

criterios de definición de brote, con una tasa de incidencia de 21,1 

casos/100.000 habitantes. El 36,5% de los casos presentaron una forma 

visceral, mientras que el  63,5% restante una forma cutánea. El rango de 

edad osciló entre 2 meses y 95 años, el 15% de los casos eran ciudadanos 

extranjeros, el 9,9% pacientes con inmunosupresión y el 9,3% menores de 5 

años (Aránguez et al., 2014).  

Los resultados obtenidos en 2012 a través de la prueba serológica 

rK39, llevada a cabo en perros de perreras, rehalas, explotaciones ganaderas 
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o que acudieron a la vacunación antirrábica, mostraron una prevalencia no 

superior al 2%, no siendo mayor a los de años anteriores, por lo que no 

permitían explicar por sí mismos el brote en humanos (Vilas et al., 2012). Se 

investigaron otros posibles reservorios, como liebres, conejos, gatos y ratas, 

hallándose prevalencias mediante PCR del 7,2% en gatos (procedentes de 

colonias y asilvestrados), 1,5% en conejos y 29% en liebres (Vilas et al., 2012) 

y se detectaron anticuerpos frente a L. infantum en el 9,3% de los gatos, el 

45,7% de los conejos y el 74,1% de las liebres (Moreno et al., 2014a). 

La elevada prevalencia hallada en liebres, junto con los ensayos de 

xenodiagnóstico llevados a cabo en siete liebres seropositivas capturadas en 

la zona de estudio, de las cuales cuatro fueron capaces de infectar a P. 

perniciosus (57,14%), finalmente confirmaron el papel de la liebre como 

reservorio alternativo (Molina et al., 2012). Este hallazgo pone de manifiesto 

la existencia de un nuevo ciclo de transmisión silvestre de L. infantum de 

carácter periurbano.  

Las causas del brote se atribuyen a la transformaciones urbanísticas 

llevadas a cabo en la última década que han modificado la ecología de las 

liebres, pasando de un ciclo selvático a otro urbano, viéndose favorecidas 

por la falta de competidores como rapaces o jabalíes y su buena adaptación 

al medio (Vilas et al., 2012). 

En este brote se tomaron medidas de control en el reservorio, el 

medio ambiente y el vector: 

a. Control del reservorio: se instauró un plan de control de poblaciones de 

liebres y conejos mediante capturas con redes, la participación de galgos y 

aves de cetrería, y la eliminación de madrigueras que pudieran constituir un 

hábitat idóneo para la multiplicación del vector (Vilas et al., 2012).  
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b. Control de los flebotomos: en la época de actividad del vector (abril-octubre) 

se pusieron trampas de luz y adhesivas convencionales (Arce et al., 2013). El 

63,1% de los ejemplares encontrados fueron P. perniciosus, con una 

densidad media elevada en las zonas de estudio, con 45,3 flebotomos/m2, 

frente a los 20 de media de la Comunidad de Madrid (Vilas et al., 2012). El 

plan de lucha antivectorial consistió en la desinsectación mediante 

tratamientos periódicos con insecticidas biológicos y piretroides (en 

espolvoreo o nebulización) de los municipios afectados, incluyendo 

escombreras, vertederos, parques y la red de alcantarillado y de recogida de 

aguas pluviales (Vilas et al., 2012; Arce et al., 2013).  

c. Control medioambiental: en las zonas de riesgo se procedió a eliminar restos 

vegetales, madrigueras de roedores y lagomorfos, escombreras y limpieza de 

parcelas,  parques, redes de alcantarillado y desbroces. A su vez, se 

intensificó la recogida de animales abandonados (Vilas et al., 2012; Arce et 

al., 2013). 

d. En materia de comunicación, se llevó a cabo una importante campaña de 

información a través de la comunicación y educación sanitaria de las 

ciudadanías y los profesionales de la salud. 
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3. OBJETIVO

L. infantum es un parásito cosmopolita y se considera endémico en 

más de 70 países de todo el mundo, en los que el perro actúa como el 

principal reservorio del parásito tanto para los humanos como para otros 

animales. El diagnóstico de la Lcan es fundamental para diferenciar animales 

enfermos de portadores subclínicos. Sin embargo, debido al carácter 

inmunomediado de la enfermedad y al amplio rango de manifestaciones 

clínicas y alteraciones clínicopatológicas, el diagnóstico es difícil, y requiere la 

combinación de diferentes técnicas, fundamentalmente a partir de muestras 

obtenidas de manera invasiva. En lo que respecta a la quimioterapia de la 

Lcan, en los estos últimos años ha habido pocos avances destacables. 

Aunque los protocolos de tratamiento y seguimiento clínico han 

evolucionado notablemente, hoy en día no existe ningún principio activo que 

consiga una curación parasitológica ni que impida la aparición de recidivas.  

 

En la presente Tesis Doctoral se han definido tres objetivos 

principales:   

 

1. Demostrar la presencia de L. infantum en un modelo experimental 

canino a lo largo de un año post-infección y comparar la carga 

parasitaria en muestras invasivas y no invasivas.  

 

2. Conocer la eficacia leishmanicida y la tolerancia de la administración 

intravenosa de una nueva formulación de anfotericina B en estado 

poliagregado en el tratamiento de la leishmaniosis canina en perros 

con infección experimental, evaluando la evolución clínica de los 

animales post-tratamiento. 
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3. Conocer la eficacia leishmanicida y la tolerancia de la administración 

oral de una formulación a base de oleilfosfocolina en el tratamiento 

de la leishmaniosis canina en perros con infección natural, evaluando 

la evolución clínica de los animales post-tratamiento. 
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4.1. Objetivo 1: Demostrar la presencia de L. infantum en un modelo 

experimental canino a lo largo de un año post-infección y comparar la carga 

parasitaria en muestras invasivas y no invasivas.  

El amplio abanico de manifestaciones clínicas y alteraciones 

clínicopatológicas de la Lcan tiene importantes implicaciones en el 

diagnóstico. En consecuencia, se debe realizar una aproximación diagnóstica 

integrada, teniendo en cuenta los antecedentes reflejados en la historia 

clínica, el cuadro clínico, y las pruebas de laboratorio.  

Es por tanto fundamental realizar un diagnóstico preciso y rápido de 

la infección por L. infantum. Aunque se han desarrollado numerosas pruebas 

diagnósticas, aún no se ha llegado a un consenso sobre la técnica “gold 

estándar” en Lcan (Rodríguez-Cortés et al., 2010; Solano-Gallego et al., 

2011), y es esencial conocer las bases y limitaciones de cada prueba. Las 

técnicas serológicas pueden presentar reacciones cruzadas con otras 

enfermedades y conllevan dificultades para detectar anticuerpos en 

animales infectados clínicamente sanos y en las fases tempranas de la 

infección (Leontides et al., 2002). Teniendo en cuenta que los animales sin 

signos clínicos representan un elevado porcentaje de los perros infectados 

en áreas endémicas (hasta el 85%) (Dantas-Torres et al., 2006), las técnicas 

moleculares, en concreto la PCR, aumentan la sensibilidad en el diagnóstico.  

Con el fin de facilitar el diagnóstico, tanto desde un punto de vista 

epidemiológico, como clínico, en los últimos años se están llevando a cabo 

estudios encaminados a detectar la presencia de ADN de Leishmania en 

muestras obtenidas de manera no invasiva. Hasta el momento, los mejores 

resultados de sensibilidad y especificidad en la detección de L. infantum se 

han obtenido a partir de hisopos de conjuntiva, incluso en perros con 

infección subclínica (Leite et al., 2010). Es importante destacar que a pesar 
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de los importantes avances científicos, aún son muy pocos los estudios sobre 

la utilización de estas muestras no invasivas en el diagnóstico de Lcan, por lo 

que son necesarios más estudios que ayuden a esclarecer la utilidad 

diagnóstica de las mismas.  

En el presente estudio se ha realizado el seguimiento post-infección 

durante un año de ocho perras de raza Beagle infectadas experimentalmente 

con L. infantum, a propósito de un estudio posterior de eficacia terapéutica. 

Se valoraron mensualmente parámetros clínicos, inmunológicos y 

parasitológicos. El principal objetivo de este estudio fue determinar la 

presencia de L. infantum y la carga parasitaria en diferentes muestras 

obtenidas tanto de manera invasiva (sangre y MO) como no invasiva (orina, 

hisopos de conjuntiva, mucosa oral y vulvar), en comparación con otras 

técnicas diagnósticas a lo largo del curso de la infección.  

Además, se ha cuantificado por primera vez la carga parasitaria de L. 

infantum en la mucosa vulvar en hembras infectadas.  

 

 

 

 

Publicación científica:  

Hernández, L., Montoya, A., Checa, R., Dado, D., Gálvez, R., Otranto, D., 

Latrofa, M. S., Baneth, G. and Miró, G. (2015). Course of experimental 

infection of canine leishmaniosis: follow-up and utility of noninvasive 

diagnostic techniques. Vet Parasitol, 207, 149-155. 
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a b  s  t  r a  c t

This  study  compares  the  utility  of a  molecular  diagnosis of experimental  CanL on non-
invasive  samples (urine,  conjunctival  (CS),  oral (OS) and vulvar  (VS)  swabs) with  that  of
traditional  invasive  techniques  during  the  course  of infection. Eight dogs  were  experimen-
tally  infected  with  Leishmania  infantum  and followed monthly  for  12  months  to assess
clinical,  clinicopathological, immunological and  parasitological  variables. Active  infection
was  produced in 100% of the  dogs. The animals  showed  positive  bone marrow  (BM)
cytologies  and  cultures,  clinical signs,  clinicopathological  abnormalities  and  a  high  spe-
cific  humoral  immune  response.  The infection was detected at 90 days  post-infection  (p.i.)
by  real-time  quantitative  PCR (rtQ-PCR) on BM  in all dogs  and in blood in 2 dogs, while
anti-L.  infantum  antibody  seroconversion occurred between  Days 120 and  180  days p.i.
The  tissue  with  the  highest  L. infantum  kDNA  load,  as  detected by  rtQ-PCR, was  BM  (range
381.5–70,000  parasites/ml  at the study  end),  this sample  type showing  greater sensitivity
than  peripheral  blood (PB). The vulvar swabs  used  here  for  the  first  time  to  quantify  para-
site  loads  in dogs  revealed  a  greater load  than  oral and  conjunctival  swabs  at one  year p.i.
Urine  samples  showed  the  lowest  concentrations of L.  infantum DNA  (maximum: 8.57  par-
asites/ml).  Our results suggest that for  the early detection of infection, adding  to serology
a  test such  as rtQ-PCR on OS  or  VS improves sensitivity  and specificity.

©  2014  Elsevier  B.V.  All rights reserved.

1. Introduction

Canine leishmaniosis (CanL) caused by Leishmania
infantum (syn. L. chagasi) is a worldwide zoonosis, present
in  Europe, Asia, North Africa and South America and more
recently  also North America (Esch and Petersen, 2013).
Dogs  are both the natural hosts and main reservoir of

∗ Corresponding author. Tel.: +34 91  3943711; fax: +34 91 3943708.
E-mail  address: gmiro@ucm.es (G.  Miró).

human infection (Alvar et al., 2004; Gramiccia and Gradoni,
2005).

CanL  is  a systemic disease that may  potentially involve
any  organ, tissue and biological fluid and produces many
non-specific clinical signs, making the diagnosis fairly diffi-
cult  (Foglia Manzillo et al., 2013). Although after treatment
clinical  signs may improve, parasitological cure is never
achieved  in dogs and relapses occur frequently (Miró et al.,
2008).

For  a  diagnosis of CanL, parasitological (cultures,
cytology or  histology, immunohistochemistry), serological

http://dx.doi.org/10.1016/j.vetpar.2014.10.035
0304-4017/© 2014 Elsevier B.V. All  rights reserved.
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(IFAT, ELISA) and molecular (conventional, nested and real
time  PCR) procedures are used individually or in combi-
nation  (Baneth and Aroch, 2008). IFAT is today one of the
most  commonly used methods for detecting anti-L. infan-
tum  antibodies (Solano-Gallego et al., 2009; Bourdeau et al.,
2014)  due to its high sensitivity and specificity (Mancianti
et  al., 1995). However, epidemiological studies in  endemic
areas  of CanL has shown higher prevalence of infection
by  means of molecular techniques than seroprevalence
(Baneth and Aroch, 2008).

Real-time  Q-PCR is able to quantify 0.01–10,000 para-
sites  in  a  single reaction and detects infection even before
seroconversion (Martínez et al., 2011), being an effective
tool  to  diagnose CanL when the dog lacks detectable anti-
bodies,  monitor and predicting relapses during follow-up
(Hernández et al., 2014; Martínez et al., 2011), with the
advantage  of speed and reduced risk of sample contamina-
tion.

The  different biological samples used for PCR detec-
tion  of Leishmania DNA have shown varying degrees of
sensitivity. These include samples of bone marrow (BM),
lymph  node, spleen, skin, peripheral blood (PB), buffy coat
and  other fluids (Maia et al., 2009; Solano-Gallego et al.,
2009).  There is still no general consensus regarding the
standard  sample of choice (Almeida et al., 2013; Lombardo
et  al., 2012); however, the use of non-invasive sampling
techniques could serve to simplify diagnostic procedures,
epidemiological studies, field trials, reduce pain and thus
would  be more readily accepted by owners. The non-
invasive samples tested so far have been urine, hair,
CS,  OS, nasal and ear swabs (Belinchón-Lorenzo et al.,
2013;  Carvalho Ferreira et al., 2014; Ferreira et al., 2013;
Gramiccia et al., 2010; Lombardo et al., 2012; Manna et al.,
2008;  Muñoz-Madrid et al., 2013; Solano-Gallego et al.,
2007).

The  main objective was to compare L. infantum pres-
ence  and load data obtained in  invasive (PB and BM)
and  non-invasive samples (urine, CS, OS and VS) with
the  information provided by other diagnostic techniques
throughout the course of infection in 8 Beagle dogs exper-
imentally infected with L. infantum during 12 months of
follow-up.

2.  Material and methods

The  experimental animals sampled were eight healthy
female intact Beagle dogs (8 months old, body weight
10.5–16.6 kg). Each dog was identified by a microchip
and assigned an identification number (1–8). No dog had
detectable  levels of Leishmania-specific antibodies or Leish-
mania  DNA in blood.

All  dogs had been previously vaccinated against rabies,
canine  distemper, hepatitis/adenovirus type 2, leptospiro-
sis  and parvovirus, and correctly dewormed. The dogs were
kept  in  indoor kennels and fed a  standard diet of puppy
food  pellets with water given ad libitum. The kennel’s
nested windows were sprayed with deltamethrin to  avoid
natural  Leishmania infection. The study protocol followed
International guidelines for the Care and Use of Exper-
imental Animals and Spanish legislation guidelines (RD

1201/2005) and received Ethics Committee approval (Uni-
versidad  Complutense de Madrid, Spain).

Dogs were experimentally infected with the L. infantum
MON-1 strain MCRI/ES/06/BCN-721 (i.v. 5 ×  107 promastig-
otes/ml in a total volume of 0.5 ml), kindly provided by Dr.
Portús  (Universidad Autónoma de Barcelona, Spain).

During the one-year course of  infection, the dogs
were  subjected to  monthly physical, clinicopathological,
immunological and parasitological exams at 13 time points
from  Days 0 to 360 postinfection. Samples were col-
lected  previous sedation with medetomidine (Domtor®,
Pfyzer  S.A.) at a dose of 0.02 mg/kg i.v. and Atipamezole
(Antisedan®,  Pfyzer S.A.) was given for the reversal of seda-
tion  at the same dose.

Peripheral  blood (5 ml)  was collected by cephalic
venipuncture to  carry out biochemical tests, complete
blood counts (CBC), rtQ-PCR Leishmania detection and anti-
body  testing (IFAT). Complete blood counts included red
blood  cell count (RBCC), packed cell volume (PCV), white
blood  cell count (WBCC), and platelet count. The bio-
chemical  variables determined to assess renal and hepatic
function were urea, creatinine, alanine aminotransferase
(ALT), alkaline phosphatase (ALP), total plasma protein,
albumin/globulins ratio, and serum protein electrophore-
sis.

Bone  marrow aspirates (0.5 ml)  were obtained and cul-
tured  on NNN specific medium. An aliquot was  stored
in  200 �l of buffer NET 10 (NaCl 10 mM, EDTA 10 mM,
Tris  10 mM)  for DNA extraction. Urine was collected by
catheterization for a  complete urinalysis in which the uri-
nary  protein creatinine ratio (UPC) was  monitored. An
aliquot  of urine (1.5 ml)  was stored for DNA extraction.
Sterile cotton swabs were used to  remove exfoliative cells
from  the conjunctiva, oral and vulvar mucosae. All samples
for  DNA purification were stored at −20 ◦C until further
analysis.

Each  dog was  scored monthly for 23 clinical signs
assessed in a  physical examination using a categorized
scoring system from 0 to 3 (from low to  high severity), as
previously  described (Miró et al., 2009), obtaining an over-
all  monthly clinical score (maximum possible score =  52).
In  a similar way, dogs were scored for 11 clinicopathologi-
cal variables (CBC, biochemical profile, urinalysis and UPC)
using  a  categorized scoring system from 0 to 2 (maximum
possible score of 16).

Anti-L.  infantum immunoglobulin G (IgG) antibodies
were detected by an immunofluorescence antibody test
(IFAT)  (cut-off ≥1/100) (Mancianti and Meciani, 1988).

The  presence of Leishmania amastigotes was assessed
monthly by microscopy examination of three Giemsa-
stained BM smears and BM cultures in biphasic NNN
medium  (WHO, 2010). Cultures were scored as nega-
tive  after four consecutive negative results over a  4-week
period  (Dedet et al., 1999).

The  QuiAamp® DNA Micro Kit (50) (QIAGEN®) was
used  to obtain DNA from peripheral whole blood (100 �l),
BM  aspirates (100 �l) and urine (800 �l) according to the
manufacturer’s instructions. For the CS, OS and VS sam-
ples  the protocol was modified as follows: each swab was
re-suspended  in  290 �l  of lysis buffer ATL, 20 �l  of pro-
teinase K  and 200 �l of buffer AL (to which “carrier RNA”
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had been previously added to increase DNA binding to the
eluted  column membrane) and incubated at 56 ◦C for 2 h
under  agitation to promote protein digestion. Next, after
perforating  each extreme (bottom and lid), the Eppendorf
containing the swabs was placed in another Eppendorf and
centrifuged  at 3500 r.p.m. for 3 min. 50 �l of ethanol (100%)
were  then added and mixed for 15 s followed by vortexing
and  spinning off for 5 s.  The final steps were as described
by  the manufacturer. The extracted DNA was eluted in
sterilized  water (70 �l) and stored at −20 ◦C until further
use.

L.  infantum DNA in  tissue samples was detected by rtQ-
PCR  on D0 (PB), D90 (PB and BM), D120, D270 (PB and
BM)  and D360 p.i., as  described previously (Francino et al.,
2006).  The rtQ-PCR procedure was carried out in a CFX96TM

Real-Time System (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules CA,
USA)  and data analyzed with CFX ManagerTM Software Ver-
sion  1.6 (Bio-Rad).

Leishmania kDNA was quantified as described by
Dantas-Torres et al. (2011). Results are expressed as abso-
lute  numbers of parasites present in 1 ml of PB, BM,  urine,
or  per swab.

Statistical tests were performed using SAS software
package version 9.2. The nonparametric Wilcoxon signed
rank  test was used to compare data between two time
points  and correlations among the different variables were
examined  by Spearman’s rank correlation analysis (�). Sig-
nificance  was set at a p value ≤0.05.

3. Results and discussion

On  D120 the first clinical sign observed was lym-
phadenomegaly. Five dogs presented exfoliative dermatitis
(D240: n = 2; D270: n =  5)  associated with diffuse to gen-
eral  non inflammatory alopecia (D120: n = 3), which is  the
most  prevalent cutaneous manifestation of CanL (Koutinas
et  al., 1999; Rodríguez-Cortés et al., 2007; Fernández-
Cotrina et al., 2013). After D300 and D360, the main
systemic signs of CanL were observed, such as asthenia
(n  = 2), splenomegaly (n =  8), conjunctivitis (n =  5), gener-
alized  muscular atrophy (n =  3), temporal muscles atrophy
(n  = 2), onychogryphosis (n =  5), alopecia (n = 6) and plan-
tar  hyperkeratosis (n =  5), reflecting the wide spectrum of
clinical  manifestations produced during natural infection
(Hommel et al., 1995). Dogs 2,  3 and 7 progressed to  a  more
advanced clinical state (scoring 23, 17 and 14,  respectively
on  D360).

The hematological, biochemical and urinalysis data
revealed  that infected dogs manifested the classic alter-
ations  observed in naturally infected dogs, including
non-regenerative anemia (n = 6), which is the most com-
mon  hematological disorder in  CanL (Saridomichelakis,
2009). This fact reflects the involvement of BM, which is
highly  parasitized in clinical CanL. Hematocrits decreased
significantly between D120 and D240 (p =  0.015) and D120,
and  D360 (p =  0.007). After D150, three dogs showed
thrombocytopenia, which persisted on D360 in  half the
dogs.  Dysproteinemia was present on D120 in  three dogs,
and  all dogs developed hyperproteinemia associated with
hypergammaglobulinemia from D210. At one year p.i.,
total  serum proteins ranged from 8.2 to 11.9 g/dl and

�-globulin was higher than 4 g/dl in six dogs. An inverted
albumin/globulins ratio (A/G ratio) associated with hyper-
gammaglobulinemia and hypoalbuminemia was  observed
in  all dogs on D120 (dogs with a  lower A/G ratio showed a
higher  clinical score).

A  transient decrease in urine specific gravity (≤1010)
was  detected in  50% of the dogs on D360 and 75% showed
transient proteinuria (100–2000 mg/dl) between D180 and
D360.  Despite no significant differences were detected in
the  UPC results during the study period, dogs 1 and 3
showed  UPC values of  above 0.5 on D360 (0.97 and 0.66
respectively).

At  the end of the study, overall clinicopathological and
clinical  scores ranged from 2 to 6 (median =  5.1) and from
4  to 23 (median =  13), respectively. According to these
results, all dogs except dogs 1 and 3 were classified as
Stage  II  of clinical leishmaniosis using the clinical staging
system  proposed by the LeishVet group to manage CanL
(Solano-Gallego et al., 2011). Dogs 1 and 3 were proteinuric
and  were consequently classified as Substage II b (Solano-
Gallego et al., 2011).

An  intense early humoral response was observed in
all  dogs (Fig. 1). Seroconversion occurred between D120
and  D180, similar to  that noted in other trials (Fernández-
Cotrina et al., 2013; Rodríguez-Cortés et al., 2007), while
others  have reported seroconversion on D30-45 (Leandro
et  al., 2001; Maia et al., 2010). On D360, all dogs
showed higher antibody titers (range 1/3200–1/12,800)
than those found in  other experimental infections, where
the  method’s detection limit was over 1/400 (Rosypal et al.,
2005)  or 1/640 (Fernández-Cotrina et al., 2013). Although
IFAT  titers and clinical signs could not be correlated, highest
antibody levels (1/12,800) were recorded in the two dogs
showing  the highest clinical scores, as previously described
(Proverbio et al., 2014).

According  to both microscopy observations and BM
aspiration specimen cultures in  NNN medium, the
prepatent period was estimated at between D90 and D180
(Table  1). Infection was  detected earlier by BM cytology
than  by BM culture, although both techniques showed the
same  sensitivity from D180.

Median Leishmania parasite loads for each sample ana-
lyzed  by rtQ-PCR are provided in Fig. 2.  The parasite load
varied  significantly (range 0.22 parasites/ml of urine to
4,800,000  parasites/ml of BM).

Leishmania kDNA was detected in  PB samples from
dogs 2 and 7 starting on D90 (mean of 32.4 para-
sites/ml), whereas dogs 1,  4 and 6 were positive on
D120  and dogs 3 and 5 on D180. On D360, the higher
parasite concentrations were recorded in six  dogs, with
a  median of 1328 parasites/ml (range 381.5–70,000). It
has  been reported that dogs whose parasitemia range
from  medium to high or  very high positive are sick or
eventually will develop leishmaniosis (Martínez et al.,
2011).

Bone  marrow was the tissue showing the highest
parasite concentrations. In effect, BM is usually densely
parasitized in infected dogs (Momo et al., 2014) and is  the
target  organ for invasion and multiplication of the para-
site,  while blood acts as a  transport system and not as a
reservoir  organ (Momo  et al., 2014; Quaresma et al., 2009).
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Fig. 1.  Anti-Leishmania antibody titers determined by IFAT during follow-up postinfection (shaded values indicate seroconversion).

Table  1
Parasite detection in bone marrow aspirates.

Dog Cytology Culture

D0-D60 D90 D120 D150 D180-D360 D0-D60 D90 D120 D150 D180-D360

1 −  − +  +  + − − − − +
2  −  − − +  + − − − +  +
3  −  +  +  +  + − − − +  +
4  −  − − +  + − − − − +
5  −  − − +  + − − − − +
6  −  − +  +  + − − − +  +
7  −  +  +  +  + − − − − +
8  −  − +  +  + − − − − +

Fig. 2. Median parasite loads determined in swabs samples on D120 and D360 post L. infantum infection.
CS:  conjunctival swab, OS: oral swab, VS: vulvar swab, D120: 120 days post-infection, D360: 360 days post-infection
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Accordingly, blood is not the sample of choice for a  molec-
ular  diagnosis of CanL (Miró et al., 2008). Further, blood
may  contain a  number of PCR inhibitors that can reduce
the  sensitivity of this technique (Lachaud et al., 2002).
Parasite kDNA was detected in  BM in six dogs on D90
(118,000 parasites/ml were detected in dog 4), while
the  remaining two dogs (5  and 8) were positive one
month later (D120). The parasite load in this tissue
was  much higher than that found in PB. However,
in a similar experimental CanL study (Rodríguez-Cortés
et al., 2007), rtQ-PCR detected parasites in  blood in
five  out of six dogs after D120, while in BM, no para-
sites were detected in  two dogs throughout the study,
although the remaining four dogs showed 100 to 5000-
fold  greater parasite burdens than those observed in  blood
samples.

On  D120, no Leishmania kDNA was detected in the urine
of  any dog, but on D360, six dogs showed low parasite
loads  (maximum 8.57), while dogs 4 and 8 remained neg-
ative.  The presence of L. infantum DNA in  urine has been
reported  in naturally infected dogs (Franceschi et al., 2007;
Manna  et al., 2008; Solano-Gallego et al., 2007) though par-
asite  levels were lower than in BM,  lymph node or blood
samples. Solano-Gallego et al. (2007) and Manna et al.
(2008)  correlated renal disease in  dogs with the presence
of  Leishmania DNA in  urine detected by rtQ-PCR, however,
Franceschi et al. (2007) did not observe this link using
conventional PCR. In our study, the parasite load found
in  urine was much lower than that quantified by Solano-
Gallego  et al. (2007) and Manna et al. (2008), what may  be
attributed  to  the fact that 17% and 30%, respectively, of dogs
used  in  the above-mentioned studies had renal disease.
In  our study, no  dog showed clinicopathological signs, nor
proteinuria  (UPC > 1) compatible with renal disease. Thus in
principle,  we could say that urine is not a  good target tissue
for  a diagnosis of clinical CanL, especially in  dogs without
kidney  disease, though perhaps its prognostic value for an
early  diagnosis of renal disease associated with CanL should
be  addressed.

Exfoliative cells are constantly generated in  mucosae,
thus  the noninvasive collection of this tissue using a
swab  is a  source of  biological material for the detection
and quantification of L. infantum. In our  study, a  higher
parasite load was detected in  the vulvar mucosae, fol-
lowed  by the oral and conjunctival mucosae. No kDNA
was  found in  any dog on D60, and only 2 dogs returned
positive CS  samples three months later (D120), while
OS  and VS from six dogs were positive at this time-
point.  In all the dogs except dog 8,  Leishmania kDNA was
present  on D360 in  CS  (range 0.25–384 parasites/swab),
OS (range 0.6–1060 parasites/swab) and VS (range 2–3321
parasites/swab).

In  our study, the use of OS showed greater sensitivity
than PB, urine or  CS. By D360, with higher parasite loads
(dog  4: 1060 parasites/swab) than previously reported
results (Lombardo et al. (2012): mean = 7 parasites/swab).
While Lombardo et al. (2012) obtained a  low sensitivity
of  rtQ-PCR in seropositive dogs (8.7%), Ferreira et al. (2013)
described  the good diagnostic power of OS in the absence of
clinical  signs, testing 79% of dogs positive by conventional
PCR.

In the present study, Leishmania parasite loads in dogs
were  quantified for the first time in vulvar swabs. In  a
prior  trial, an infected bitch was found to  show intracy-
toplasmic amastigotes within an inflammatory cutaneous
infiltrate of macrophages in the vulva which was  con-
firmed by immunohistochemistry and PCR (Silva et al.,
2008).  Throughout our study period, no dogs exhibited
vulvar mucosal lesions, although a higher parasite load
was  detected in this tissue compared to  CS, OS and urine.
This  fact highlights the important epidemiological role of
infected  females in  the sexual transmission of CanL as well
as  the utility of this tissue for diagnosing L. infantum infec-
tion.

Conjunctival  swabs have offered promising results for
a  noninvasive molecular diagnosis of CanL including a
high  sensitivity (over 90%) (Carvalho Ferreira et al., 2014;
Strauss-Ayali et al., 2004) and specificity (100%) (Strauss-
Ayali  et al., 2004) even in seronegative (Leite et al., 2011)
and  clinically healthy dogs (Carvalho Ferreira et al., 2014).
Amastigotes can reach the ocular region via the blood-
stream (Reithinger et al., 2002) and most likely also via
the  lymphatic tissue of the conjunctiva (Strauss-Ayali et al.,
2004).  According to our results, in all dogs Leishmania kDNA
was  detected in CS on D360, though parasite loads were
lower  than those observed in OS and VS. Low parasite loads
in  the conjunctiva have been described by others (Ferreira
et  al., 2013; Lombardo et al., 2012) and it is thought that
amastigotes  reach the conjunctival epithelium and persist
in  a small number of infiltrating macrophages (Strauss-
Ayali et al., 2004). Some authors claim that the use of
bilateral samples (obtained from both eyes) increases the
sensitivity  of the assay (Ferreira et al., 2013; Lombardo
et  al., 2012) despite no significant differences observed
compared to  sampling both eyes separately. In our study,
positive  correlation was  detected between overall clini-
cal  score and the rtQ-PCR results for CS (p = 0.016 and
�  = 0.8).

No parasites were detected in PB, urine and
vulva in dog 8 throughout the study period, also
showing the lowest parasite load in all tissues
tested.

The information provided by PCR should not  be
separated from data obtained in  clinical status, clin-
icopathological and serological assessments, since
PCR  does not  reveal immunological status and a
single  positive result by this technique confirms
Leishmania infection but not disease (Solano-Gallego
et al., 2009).

An  ever-increasing number of studies has detected
and quantified the presence of L. infantum DNA in  sam-
ples  obtained by non-invasive procedures. While the vast
majority  focus on natural infections, our study examines
experimentally infected dogs, such that  we were able to
monitor  parasite loads in the tissues analyzed during the
course  of a whole year. We were also able to show for
the  first time, the presence of L. infantum DNA in  cells of
the  vulva and its high burden in some dogs. We there-
fore recommend the use of vulvar swabs in  the diagnosis
of  CanL, although further work is needed in  a  larger num-
ber  of dogs and under natural conditions to  confirm this
finding.
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4.2. Objetivo 2: Conocer la eficacia leishmanicida y la tolerancia de la 

administración intravenosa de una nueva formulación de anfotericina B en 

estado poliagregado (FPA) en el tratamiento de la leishmaniosis canina en 

perros con infección experimental, evaluando la evolución clínica de los 

animales post-tratamiento. 

Actualmente, y a expensas del desarrollo de vacunas seguras y 

eficaces, la quimioterapia sigue siendo fundamental en el control de la Lcan y 

humana. Los fármacos disponibles hoy en día para tratar la Lcan han 

evolucionado poco en los últimos años, y a pesar de conseguir una buena 

respuesta clínica al tratamiento, ninguno de ellos es capaz de eliminar 

completamente al parásito, y por tanto, de evitar recidivas (Miró et al., 2008; 

Oliva et al., 2010). Además, la aparición de resistencias frente a dichos 

fármacos (Croft et al., 2006; Mohapatra, 2014) aumenta la necesidad de 

desarrollar nuevos principios activos o mejorar la eficacia y reducir la 

toxicidad de los ya existentes.   

La AmB ha demostrado ser un potente leishmanicida, tanto en 

humanos como en perros. Sin embargo, su uso es limitado en perros por la 

dificultad que supone su administración, y fundamentalmente, por las 

numerosas reacciones adversas (Miró y Molina, 2006; Laniado-Laborín y 

Cabrales-Vargas, 2009). La toxicidad se ha conseguido reducir en gran parte 

mediante formulaciones lipídicas (Lamote, 2001) y nuevos sistemas de 

transporte (Sánchez-Brunete et al., 2004; Daftarian et al., 2013), sin 

embargo, su coste continúa siendo muy elevado. 

Una alternativa más económica la constituye la FPA, la cual ha 

demostrado resultados prometedores in vitro e in vivo en ratones (Gaboriau 

et al., 1997; van Etten et al., 2000; Espada et al., 2008a; 2008b; Mohamed-

Ahmed et al., 2013). La agregación de las moléculas de AmB confieren al 
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producto final un tamaño de partícula mucho mayor que el de la AmB 

dimérica convencional, siendo dicho tamaño de partícula inversamente 

proporcional a la toxicidad del producto (Espada et al., 2008a).  

En consecuencia, decidimos estudiar tanto la tolerancia como la 

eficacia clínica y parasitológica de FPA en perros con infección experimental 

por L. infantum. Asimismo, se valoró la seguridad del fármaco en dos perros 

sanos de la misma raza, considerado el grupo control. Los resultados 

obtenidos en el modelo animal canino utilizado nos han permitido conocer la 

ausencia de eficacia de FPA a la dosis empleada tanto leishmanicida como 

clínica. El tratamiento empleado con FPA no eliminó el parásito del principal 

órgano diana de Leishmania, la MO, con la consiguiente sucesión de 

recidivas, y la presentación de efectos adversos en los animales tratados. Por 

consiguiente, consideramos necesaria una reconsideración de la formulación 

de FPA empleada y la investigación de nuevas moléculas, más seguras y 

eficaces.   
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This study was designed to evaluate the efficacy and safety of a novel free polyaggregated amphotericin B (FPA) formulation
used to treat experimental canine leishmaniosis (CanL) caused by Leishmania infantum. Eight healthy beagles were intravenously
challenged with 5 × 107 promastigotes per mL of L. infantum. One year after infection, they received an intravenous dose of FPA
(5 mg/kg) every 2 weeks three times. Dogs were assessed monthly for clinical signs, serology, and parasite detection during a follow-
up period of 6 months. Transient adverse effects (i.e., hypotension, diarrhea, bodyweight loss, fever, and asthenia) were observed
within 24–48 hours after treatment in 4 animals. In three dogs mean clinical signs scores were reduced. Antibody titers measured
by immunofluorescence antibody test (IFAT) had significantly diminished at the end of the study, although according to bone
marrow smears and cultures a high percentage of dogs tested positive for the parasite at 6 months posttreatment (PT6). Real-time
quantitative PCR (rtQ-PCR) on blood, bone marrow, and urine samples revealed the presence of parasitic DNA in all animals at
PT6, although blood loads of the parasite were reduced. These findings indicate that FPA at the dosing regimen used did not achieve
clinical or parasitological cure in dogs experimentally infected with L. infantum.

1. Introduction

Canine leishmaniosis (CanL) is a serious zoonotic disease
caused by protozoa of the genus Leishmania (Kinetoplas-
tida, Trypanosomatidae). The disease is endemic in many
countries worldwide, including the Mediterranean basin,
Portugal, South Africa, and Latin America [1], and is of
major veterinary and public health concern since domestic
dogs are the main reservoir of Leishmania infantum [2].
Infected female sand flies of the genus Phlebotomus (Diptera,
Psychodidae) are the biological vectors for L. infantum in
Europe. These hematophagous insects transmit the disease by

inoculating metacyclic promastigotes in the skin of vertebrate
hosts [3].

In dogs, the incubation period of the disease may last
from 3 months to several years [4]. Importantly, in areas
where the disease is endemic, a large number of infected
dogs do not develop clinical signs or clinicopathological
abnormalities and are referred to as clinically healthy infected
dogs [1]; however, they remain infective to sand flies. CanL is
a systemic disease that displays a wide spectrum of clinical
signs, such as generalized lymphadenomegaly, weight loss,
lethargy, skin lesions, and other less common signs like
polyuria/polydypsia, digestive disorders, ocular lesions, and
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lameness or even neurological and cardiorespiratory abnor-
malities. Common hematological and biochemical findings
include nonregenerative anemia, thrombocytopenia, hyper-
gammaglobulinemia, hypoalbuminemia, a reduced albu-
min/globulins (A/G) ratio, and proteinuria/renal azotemia
in dogs with renal disease [1, 5–7]. CanL is also associated
with a high prevalence of chronic renal insufficiency caused
by glomerulonephritis, which, in turn, is the main cause of
mortality in dogs [8].

Despite recent advances in the diagnosis and control
of CanL, the clinical management of sick animals is still
a challenge for veterinarians and the antileishmania drugs
used over decades are still used today. Although therapy
often achieves clinical cure, it does not fully eliminate the
parasite or prevent relapse [9], and dogs consequently remain
infective to sand flies [10–13].

Today, the combination meglumine antimoniate and/or
miltefosine plus allopurinol (a leishmaniostatic agent) is
considered the most effective first line treatment for CanL
[9, 10, 14]. When combined with allopurinol, both drugs
have proved to be more effective [10, 15]. Miltefosine is
the most used in dogs with renal insufficiency [16]. Many
other drugs have also been tested including amphotericin
B (AmB) [17, 18], aminosidine [19, 20], pentamidine [21],
metronidazole and spiramycin combined [22], enrofloxacin
[23], marbofloxacin [24], ketoconazol [9], and oleyl phospho-
choline [25]. More recently, domperidone has been licensed
in some European countries as an immunomodulatory drug
[26].

AmB is a polyene macrolide antibiotic derived from
the actinomycete Streptomyces nodosus [27]. While tradi-
tionally used as an antimycotic, it has also shown activity
against protozoal species such as Leishmania and Naegleria
[28]. AmB acts by binding primarily to ergosterol in cell
membranes, altering their permeability via the formation of
aqueous pores permeable to small cations, particularly K+,
with the consequence of cell death [29]. AmB is currently
the most effective drug for the treatment of human visceral
leishmaniosis (VL), and a liposomal AmB formulation is the
first line treatment in Europe, United States, and Asia [30, 31].
However, nephrotoxicity caused by renal vasoconstriction
and reduced glomerular filtration is the main side effect of
AmB and can lead to renal insufficiency, hypokalemia, and
elevated blood urea nitrogen (BUN) and serum creatinine
[32, 33]. In dogs, its use thus requires close monitoring of
renal function during treatment. Other common side effects
reported have been nausea, vomiting, fever, tremors, and
local periphlebitis [34].

With the aim of improving the efficiency of AmB deoxy-
cholate (Fungizona) and reducing its toxicity, new formula-
tions have been developed consisting of carrier systems such
as lipid emulsions [17], liposomes [18], nanoparticles [35],
and microspheres [36]. However, their high production costs,
along with the use of AmB deoxycholate as the first line
treatment for human VL, have limited their use in veterinary
medicine.

AmB desoxycholate diluted in a lipid soya bean oil
emulsion for the treatment of dogs naturally infected with
CanL [17, 37, 38] has been reported in several studies to

show a high initial clinical efficacy, although anorexia, vom-
iting, and reversible serum creatinine elevation have been
observed [17, 37]. This formulation also has the drawback of a
complex manufacturing process. In another study [18], AmB
encapsulated in liposomes (Ambisome) was administered
to 13 dogs with natural L. infantum infection. However,
although clinical cure was rapid, 12 dogs underwent relapse
4–6 months after treatment and all dogs remained infected.

The aggregation state of a drug and particle size play a role
in its toxicity, tissue distribution, and efficacy [39]. During
aggregation in liquid medium, AmB molecules self-aggregate
to form polyaggregates conferring the final product with a
particle size far greater than that of the dimers in conventional
AmB. Polyaggregated AmB is much less toxic to mammalian
cells [40, 41], as observed both in vitro and in vivo (in a murine
model) [42–44].

The present study was designed to assess the efficacy
and safety of a new cost-effective formulation of AmB, free
polyaggregated AmB (FPA), administered intravenously (IV)
as three doses (5 mg/kg) separated by two-week intervals to
treat experimentally induced CanL.

2. Material and Methods

2.1. Animals. Eight healthy female intact Beagle dogs (8
months old, body weight 10.5 to 16.6 kg) were housed in
indoor kennels. Each dog was dewormed and vaccinated
against rabies, canine distemper, hepatitis/adenovirus type 2,
leptospirosis, and parvovirus. All dogs were microchipped
and assigned a study number [1–8]. The kennel windows were
sprayed with deltamethrin at 25 mg/m2 and fitted with double
antimosquito nets to avoid natural Leishmania infection.
The dogs were kept in quarantine for 30 days and had
daily access to food pellets and water ad libitum. The study
protocol was designed according to international guidelines
for the Care and Use of Experimental Animals and Spanish
Legislation guidelines (RD 1201/2005) and was approved by
the Ethics Committee of the Universidad Complutense de
Madrid (Madrid, Spain).

The tolerance and pharmacokinetics of the drug formu-
lation under test were assessed in other two female healthy
intact Beagle dogs (4 years old, bodyweight 13.1 and 17 kg).
These animals were separately kept in the same conditions
as described above. Before experimental infection and drug
administration, it was checked that these animals were
negative for L. infantum infection by PCR on blood and bone
marrow aspirates and an indirect immunofluorescence anti-
body test (IFAT, see below). Their good clinical condition was
also confirmed in a complete hematological and biochemical
evaluation.

2.2. Parasites and Experimental Infection. Details of the
experimental infection have been described previously [45].
Briefly, dogs were intravenously infected with 5 × 107
promastigotes of L. infantum (zymodeme MON-1, strain
MCRI/ES/06/BCN-721) per mL in a total volume of 0.5 mL
and were followed for 12 months.
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During one year of follow-up, clinical, immunological,
and parasitological examinations were performed monthly.
Seroconversion in all animals was produced at 120–180 days
postinfection (p.i.). This was confirmed through positive
bone marrow cytology and cultures in Novi-McNeal-Nicolle
(NNN) media and through the detection of parasite DNA
in blood and bone marrow by real-time quantitative PCR
(rtQ-PCR). Clinical signs and/or clinicopathological abnor-
malities compatible with CanL appeared within 120 days after
infection. Accordingly, at 180 days p.i., all animals showed
clinical signs of CanL.

On Day 360 p.i., the disease in all animals except Dogs
1 and 3 was classified as clinical leishmaniosis stage II
according to the system of the Leishvet group [5]. Based on
the presence of proteinuria, infection in the latter animals was
classified as substage IIb [5].

2.3. Study Design and Sample Collection

2.3.1. Infected Dogs. Treatment with FPA was started on Day
390 p.i. Treatment follow-up examinations (𝑛 = 9) were
performed just before the dogs received each of three doses
of FPA every two weeks (treatment Days T1, T2, and T3) and
monthly thereafter for 6 months (posttreatment Days PT1,
PT2, PT3, PT4, PT5, and PT6). Follow-up sessions consisted
of a physical exam and clinicopathological, serological, and
parasitological tests. Samples were also collected (blood,
bone marrow, and urine) to assess the efficacy and safety of
treatment (see below).

Peripheral blood samples (5 mL), obtained by cephalic
venipuncture, were distributed into four tubes containing (a)
lithium heparin, for biochemical tests, (b) ethylene diamine
tetraacetic acid (EDTA) for complete blood counts (CBC),
(c) EDTA for rtQ-PCR Leishmania detection, and (d) no
additives to determine electrolytes (K+, Na+, and Cl−) and
for antibody testing (IFAT). The blood variables determined
were red blood cell count (RBCC), packed cell volume (PCV),
white blood cell count (WBCC), and platelet count. The blood
biochemical variables measured to assess renal and hepatic
function were urea, creatinine, alanine aminotransferase
(ALT), alkaline phosphatase (ALP), total plasma protein, A/G
ratio, and serum proteins by electrophoresis.

Urine was collected by catheterization for complete uri-
nalysis including urinary protein creatinine ratio (UPC).
An aliquot of urine was used for DNA extraction and
quantification.

Bone marrow aspirates (0.5 mL) were obtained from the
fifth-sixth costocondral junction for cytological examination
and culture onto NNN medium. An aliquot was stored in
buffer NET 10 (NaCl 10 mM, EDTA 10 mM, and Tris 10 mM)
at −20∘C for DNA extraction.

2.3.2. Healthy Dogs. Blood and urine samples collected from
the two female healthy beagles before and after the adminis-
tration of a single dose of FPA served as controls and were
used for the pharmacokinetics study.

2.4. Treatment

2.4.1. Formulation. FPA was prepared at the Department of
Pharmacy and Pharmaceutical Technology, Faculty of Phar-
macy (Universidad Complutense de Madrid), according to
the procedure described by Espada et al. [46]. Briefly, 50 mg
of AmB (supplied by Azelis, Spain) was dispersed in 5 mL
of an aqueous solution containing 41 mg of sodium deoxy-
cholate (Fluka Chemie A.G., Buchs, Switzerland), 10 mg of
dibasic sodium phosphate, and 0.9 mg of monobasic sodium
phosphate (Panreac S.A., Barcelona, Spain). Once the drug
was homogeneously dispersed, deionised water was added to
the resulting mixture up to a final volume of 10 mL, obtaining
a final concentration of 5 mg/mL.

2.4.2. Drug Administration. The three 5 mg/kg doses of FPA
given at two-week intervals were administered intravenously
by slow perfusion for 10 minutes in an approximate total
volume of 40–60 mL, depending on bodyweight, by the
investigator until completing a cumulative dose of 12 mg.
Before receiving FPA, dogs were pretreated with physiolog-
ical saline solution containing 0.9% NaCl (Braun Medical
S.A., Madrid, Spain) at a dose of 50 mL/kg IV for 15–
20 min to prevent hypokalemia. Prior to administration, FPA
(5 mg/mL) was diluted 1 : 1 : 2 in 5% glucose (Braun Medical
S.A., Madrid, Spain) and 0.9% NaCl, respectively, to give a
final concentration 1.25 mg/mL of AmB.

In each dog, consecutive doses were administered via
alternating cephalic veins.

The two healthy Beagles used as controls only received a
single dose of FPA according to the same procedure.

2.5. Assessment of Treatment Efficacy

2.5.1. Clinical Efficacy

(a) Physical Examination. At each time point during the
treatment period (T1–T3) and 6-month posttreatment period
(PT1–PT6), animals were subjected to a complete physical
examination. In this exam, body temperature was recorded
and animals were weighed and scored for 23 clinical signs
using a categorized scoring system from 0 to 3 (from low to
high severity), as described in Table 1 (adapted from Miró
et al., [15]). By adding the points awarded to each variable,
an overall monthly clinical score was calculated (maximum
possible score = 52). The clinical response to treatment was
assessed by examining changes in clinical score over time
as score percentage reductions (PR) calculated using the
following equation:

PR𝑖 = 100 ×
[(score at T1) − (score at PT

𝑖
)]

(score at T1)
, (1)

𝑖 is the corresponding day posttreatment.

(b) Clinicopathological Analysis. Each animal was scored for
12 clinicopathological variables (CBC, biochemical profile,
electrolytes, urinalysis, and UPC) using a categorized scoring
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Table 1: 24 parameters clinical scoring scale of dogs infected with L. infantum.

Condition and
affected organ Clinical sign Severity grade

0 1 2 3

General

Appetite Normal Decreased Anorexia —
Asthenia Absence Mild Postration —
Fatigue Absence Mild Severe —

Polyuria/Polydipsia Absence — — Presence

Muscles Temporal muscles amyotrophy Absence Slight temporal amyotrophy Marked temporal
amyotrophy —

General amyotrophy Absence Slight amyotrphy (emaciation) Cachexia —

Immune system Adenopathy Absence Localized — Generalized
Splenomegaly Absence — — Presence

Eyes Conjunctivitis, blepharitis, and keratitis Absence Mild Severe —
Uveitis Absence — — Presence

Mucosae
Pale mucosae Absence — Presence —

Epistaxis Absence — — Presence

Oral lesions Absence 1 or 2 ulcers and/or nodules More than 2 ulcers
and/or nodules —

Digestive system Vomiting Absence Occasional Frequent —
Diarrhea Absence Occasional Frequent or melena —

Joints Lameness and joint pain Absence — — Presence

Skin

Erythema Absence — Presence —
Ulcers Absence 1 ulcer or 2 ulcers >3 ulcers —

Alopecia Absence Localized or mild Alopecia on more than
25% of the body surface —

Exfoliative dermatitis Absence Localized Generalized —
Hyperkeratosis of nose Absence — Presence —

Hyperkeratosis of footpads Absence — Presence —
Generalized hyperkeratosis Absence — Presence —

Onychogryphosis Absence — Presence —

system from 0 to 2 (maximum possible score of 19) (Table 2).
Percentage reductions in scores over time were also calcu-
lated.

2.5.2. Serological Follow-Up. Anti-L. infantum immunoglob-
ulin G (IgG) antibodies were detected by IFAT (cut-off 1/100)
as described previously [47] on serum dilutions ranging from
1/50 to 1/12800.

2.5.3. Parasitological Follow-Up

(1) Microscopy, Molecular Procedures, and Specific Bone Mar-
row Culture in NNN. The leishmanicidal efficacy of FPA was
assessed by microscopy examination of Leishmania amastig-
otes in three Giemsa-stained bone marrow aspirate smears
and promastigotes in bone marrow cultures grown in NNN
medium. Blood, bone marrow aspirates, and urine samples
collected before and after treatment were subjected to rtQ-
PCR (as described below) at each time point. Stained bone
marrow sections were always interpreted by the same oper-
ator. Bone marrow aspirates in biphasic NNN cultures [48]

were incubated at 27∘C, passaged, and examined weekly
under the light microscope over a 4-week period; samples
reversing four consecutive negative results were scored as
negative [49].

(2) DNA Extraction. DNA from peripheral whole blood
samples (100 𝜇L), bone marrow aspirates (100𝜇L), and urine
(800 𝜇L) was extracted using the QuiAamp DNA Micro Kit
[50] (QIAGEN), according to the manufacturer’s instruc-
tions. The extracted DNA was eluted in sterilized water
(70 𝜇L) and stored at −20∘C until use.

(3) Real-Time Quantitative PCR. Over the course of post-
treatment follow-up (PT1, PT6), DNA samples were sub-
jected to rtQ-PCR for the simultaneous detection and
quantification of L. infantum kinetoplast minicircle DNA
(kDNA, 120 pb) using the primers LEISH-1 (5󸀠-AACTTT-
TCTGGTCCTCCGGGTAG-3󸀠) and LEISH-2 (5󸀠-ACCCCC-
AGTTTCCCGCC-3󸀠) and TaqMan-MGB probe (FAM-5󸀠-
AAAAATGGGTGCAGAAAT-3󸀠-nonfluorescent quencher-
MGB) designed by Francino et al. [50]. In a final volume of
20𝜇L, the reaction mixture contained 10 𝜇L of iQ Supermix
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Table 2: Clinicopathological scores recorded in dogs infected with L. infantum.

Parameter Severity grade
0 1 2

CBC
Hematocrit/hemoglobin Normal Mild anemia Severe anemia
Leukocytes Normal Leukocytosis Leukopenia
Platelets Normal — Thrombocytopenia

Biochemical profile
Proteins Normal Proteinemia —
Urea Normal Elevated —
Creatinine Normal Elevated —
Albumin/globulin ratio Normal Reduced —
ALT Normal Elevated —

Electrolytes
K+, Na+, and Cl− Normal — Increased

Urine
Urine specific gravity Normal Reduced —
Proteins Normal 100 mg/dL ≥500 mg/dL
Protein/creatinine ratio Normal (<0.5) >0.5 <2 >2

(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA), each primer at
a concentration of 900 nM, the probe at a concentration of
200 nM, and 2 𝜇L of template DNA. The thermal cycling
profile consisted of a hot start at 95∘C for 3 min and 42 cycles
of denaturation (95∘C for 10 s) and annealing-extension (60∘C
for 30 s). All assays were carried out in duplicate, with
negative and positive controls included in each run. rtQ-
PCR was performed in a CFX96 Real-Time System (Bio-
Rad Laboratories, Inc., Hercules CA, USA). The fluorescent
signal increase was recorded during the extension step of
the reaction and the data were analysed using CFX Manager
Software Version 1.6 (Bio-Rad).

The amount of Leishmania kDNA in the different samples
was determined by the absolute quantification method. A 10-
fold dilution series of standard DNA from promastigotes (log
phase concentration, 1.7 × 106 parasites/mL) of L. infantum
(zymodeme MON-1) was used to construct a standard curve,
and then each dilution was tested in triplicate [51]. The
limit of detection of the rtQ-PCR procedure was assessed
using a serial dilution from 1.7 × 10−1 to 1.7 × 10−8 parasites
per reaction. Results are expressed as absolute numbers of
parasites present in 1 mL of blood, bone marrow, or urine.

2.6. Safety Assessment. During the course of the study, all
adverse events were recorded as the nature of the side effect,
time of occurrence, duration, severity, and, if needed, the
medical intervention required.

2.7. Statistical Analysis. All data were analyzed using SAS
system version 9.2 software. Descriptive statistics were cal-
culated for each set of data (i.e., for each analyte or param-
eter), including the mean, median, I–III interquartile ranges,
standard deviation (SD), minimum and maximum values
for quantitative variables, frequencies and percentages for

each score class, and other qualitative variables. Since the
factors tested before and after treatment were not normally
distributed, the nonparametric Wilcoxon signed rank test was
used for comparisons between two time points and to explain
efficacy criteria. Pretreatment or posttreatment variables
were correlated with each other, and degree and significance
of correlations were determined through Spearman’s rank
correlation analysis (𝜌). Significance was set at 𝛼 = 0.05 (5%).

3. Results

3.1. Baseline Characteristics. The baseline characteristics of
the 8 sick animals before treatment are provided in Table 3.
At the time point T1, the common clinical signs of CanL
observed were generalized lymphadenomegaly (𝑛 = 8),
splenomegaly (𝑛 = 7), asthenia (𝑛 = 3), muscular atrophy
(𝑛 = 3), conjunctivitis (𝑛 = 6), and skin lesions such as
erythema (𝑛 = 5), alopecia (𝑛 = 6), exfoliative dermatitis
(𝑛 = 7), generalized dermatitis (𝑛 = 3), hyperkeratosis
of the nose (𝑛 = 6) and of the footpads (𝑛 = 8), and
onychogryphosis (𝑛 = 5). The mean (±SD) clinical score
at T1 was 16.5 ± 7.6 out of a maximum of 52. Dogs 2,
3, and 7 showed more severe skin lesions increasing their
individual scores (to 28, 21, and 25, resp.). Most prominent
abnormalities were observed at T1 including anemia (defined
as reduced RBCC, hemoglobinemia, and hematocrit) (𝑛 = 7)
and thrombocytopenia (𝑛 = 4).

At T1, all the dogs featured hyperproteinemia (range:
8.5–12 g/dL) and a reduced A/G ratio (range: 0.19–0.55), due
to hypoalbuminemia and hypergammaglobulinemia. Other
biochemical variables indicating kidney (urea and creatinine)
and liver (ALT and ALP) function were normal in most of
the dogs. Mild proteinuria was only detected in Dogs 1 and
3 (UPC = 0.97 and 0.66, resp.). At this time point, IFAT
antibody titers were 1/600 to 1/6400.
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Prior to FPA administration, clinical and laboratory
findings in the two healthy Beagles confirmed their good
clinical condition.

3.2. Treatment Efficacy

3.2.1. Clinical Efficacy. The clinical response to treatment
varied in each animal as shown in Table 3. After the first FPA
dose, clinical scores in 7 animals increased owing to asthenia,
polidypsia, and weight loss. After completing the full course
of FPA treatment, the greatest clinical improvement was
recorded in Dog 8, lymphadenomegaly and splenomegaly
being the only clinical signs at PT6. Dogs 1, 3, and 5 showed
no clinical response to treatment and skin lesions, such as
alopecia, dermatitis, and generalized hyperkeratosis, even
worsened, as did muscular atrophy and lymphadenomegaly.

Over the time period T1 to PT6, the mean percentage
reduction in clinical score was 3.55 ± 60.91%, Dogs 7 and 8
showing the greatest percentage score reductions (65.22 and
61.54%, resp.). In contrast, Dog 5 displayed a clearly worsen-
ing clinical picture reflected by a negative percentage score
reduction. No significant changes in scores were observed
throughout the posttreatment period when compared with
scores obtained on Day T1.

Over the 6-month course of follow-up, bodyweights
increased though not significantly with the exception of
Dogs 3 and 5 that gradually lost weight. Clinical score and
bodyweight were negatively correlated at PT1 (𝑃 = 0.016 and
𝜌 = −0.8) such that animals losing weight showed higher
clinical scores.

3.2.2. Clinicopathological Abnormalities. Of the seven ani-
mals with anemia on Day T1, three had a hematocrit < 30%.
After treatment follow-up, seven dogs remained anemic, and
in five of these (Dogs 1, 4, 5, 6 and 7) the hematocrit was <30%
(mean = 29.03%±5.19), the reduction between PT3 and PT6
being significant (𝑃 = 0.0047).

Leukocyte levels remained stable during the study and
only Dogs 4, 5, and 6 showed mild leukopenia on day PT6
(the lowest leukocyte count 2800 × 103/𝜇L in Dog 4). At the
end of the study, five animals showed thrombocytopenia (the
lowest platelet count 26 × 103/𝜇L in Dog 4), and only in Dog
8 did this variable return to normal after treatment.

Mean serum concentrations of urea, creatinine, ALT, and
ALP did not significantly change during the study, nor were
any significant differences recorded in ion levels (K+, Na+,
and Cl−). At PT6, the number of dogs still with hyper-
proteinemia after the monitoring period was only slightly
reduced, and only in Dogs 3 and 5 were physiological levels of
serum proteins recovered. At the end of the study, all treated
dogs still showed severe dysproteinemia: an A/G ratio < 0.3
was recorded in seven animals. In Dog 8, this ratio increased
to 0.61.

Despite no significant differences detected in the UPC
during the study, in response to treatment, five animals (1, 4, 5,
6, and 7) changed from a nonproteinuric stage to a proteinuric
or borderline proteinuric stage, with results ranging from 0.51
(Dog 5 at PT6) to 3.17 (Dog 1 at PT3). In parallel, some dogs
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Figure 1: Immunofluorescence antibody test (IFAT) titers of anti-
Leishmania antibodies in eight dogs with experimental leishman-
iosis before (T1) and after (PT1 and PT6) treatment with free
polyaggregated amphotericin B.

(3, 5, 6, and 8) experienced a slight reduction in urine specific
gravity.

No clinicopathological alterations were detected after one
day and one week of treatment administration in the two
healthy control dogs.

3.2.3. Serological Follow-Up. IFAT anti-L. infantum antibody
titers for the 8 animals determined at the nine time points
are provided in Figure 1. In all cases, titers were significantly
lower at PT6 compared to T1. Six animals showed a steady
decrease in antibody levels: in three of these a twofold
reduction was observed at PT6, and in Dog 8 a fivefold
decrease was detected reaching the cut-off of 1/100. By the
end of the study, negative correlation was observed between
antibody titer and bodyweight (𝑃 = 0.006 and 𝜌 = −0.898).
However, no significant correlation was found between IFAT
titer and clinical score.

3.2.4. Parasitological Follow-Up

(1) Microscopy and Specific Bone Marrow Culture in NNN. By
the end of the study, only Dog 8 scored negative for both bone
marrow aspirate cytology and culture (Table 3). Although
Leishmania amastigotes were not detected in some animals
at some points during the posttreatment period, five out of
seven dogs tested at 6 months posttreatment (PT6) returned
positive bone marrow aspirate smears and cultures. Positive
cytology results correlated positively with culture results both
before and after treatment administration (𝑃 < 0.0001 and
𝜌 = 1).

(2) Molecular Procedures. After the six-month follow-up
period, all animals remained Leishmania-positive according
to some of the samples analyzed by rtQ-PCR. High variation
in parasite loads was observed among individuals, both
before and after treatment with FPA. This study revealed bone
marrow was the tissue varying the most in terms of parasite
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Figure 2: Mean parasite loads (parasites/mL) determined by real-
time quantitative PCR in blood, bone marrow, and urine samples
before treatment (one year p.i.), and one month (PT1) and six
months (PT6) after treatment.

numbers among the eight dogs and loads ranged from 8.8 ×
10−2 (Dog 8) to 1.272 × 106 parasites/mL (Dog 4) at the end
of treatment (PT6). Figure 2 shows the changes produced in
mean parasite loads in the different samples tested before and
six months after treatment. The bar chart shows a significant
drop (𝑃 = 0.03) in the parasite burden of the blood at the
expense of a marked increase in the bone marrow load.

The lowest intensity of infection and the lowest IFAT
titers in all samples were recorded in Dog 8. This animal also
showed the best clinical response to treatment and was PCR-
negative in urine and blood during the entire study period.
The remaining animals showed significantly reduced (𝑃 =
0.03) blood circulating parasite levels except for Dog 5, which
returned a positive PCR result on day PT6 of 2.6 parasites/mL
of blood.

Contrary to the trend observed in blood, at PT6, bone
marrow burdens were still elevated. Despite the presence of
rtQ-PCR amplified Leishmania kDNA in the urine of six
animals (Dogs 1, 2, 3, 5, 6, and 7) at one year p.i., parasite
loads in urine were significantly lower than in the other
sample types. Urine parasite loads in Dog 7 before treatment
ranged from 1.95 ± 3.16 parasites/mL to a maximum of 8.57
parasites/mL. On day PT6 the mean parasite burden fell to
0.3 ± 0.19 parasites/mL; animals 4 and 8 remained PCR-
negative and Dog 6 became negative.

3.3. Safety Assessment. At the time of the first dose of
FPA given to the experimentally infected Beagles, several
events (hypotension, diarrhea, abdominal pain, appetite and
bodyweight loss, fever, and asthenia) more likely related to
AmB administration were reported. Hypotension occurred
from 15 min to 1 h after administration. Dogs 2, 4, 7, and 8
experienced these side effects more frequently after the first
dose of FPA. No specific treatment for these episodes was
needed and the follow-up of these animals progressed in
conformity with the study protocol. Dog 8 did not tolerate
the second treatment dose (T2), showing profuse diarrhea,

weakness, severe hypotension, and fever (40.1∘C). This animal
required complementary treatment with ranitidine (Zantac:
1 mg/kg/12 hours) and a special diet for gastrointestinal
problems (i/d Hills). Because of this reaction, this animal was
not given a third dose.

After treatment, the clinical condition of Dog 1 worsened
in terms of increased anemia, thrombocytopenia, proteinuria
(UPC > 2), and A/G inversion, and at PT5 the animal
was prostrated, weak, asthenic, and jaundiced. Blood tests
revealed severe nonregenerative anemia, thrombocytopenia,
neutrophilia, hypoalbuminemia, and hypergammaglobuline-
mia. For ethical reasons, this dog was euthanized after PT5. At
necropsy, splenomegaly, hepatomegaly, bronchopneumonia,
and pericarditis were observed. Histological findings iden-
tified the existence of visceral leishmaniosis (with hepatic
and splenic lesions, including vacuolar degeneration of hep-
atocytes, Kuppfer cell hyperplasia with the intracytoplasmic
presence of Leishmania amastigotes, hemosiderin accumula-
tion in the splenic capsule, diffuse macrophage hyperplasia
with Leishmania amastigote infection, and extramedullary
splenic hematopoiesis), and severe fibrinous bronchopneu-
monia associated with Gram-negative infection. Immuno-
histochemistry indicated the presence of Leishmania spp.
with strong labeling observed in the spleen. The death of
this animal was attributed to a nonregenerative anemia,
hepatitis, pericarditis, and a serious Gram-negative bacterial
lung infection associated with visceral leishmaniosis and
pneumonia.

No adverse events were observed in healthy dogs used as
controls after the administration of a single FPA dose.

4. Discussion

The present clinical trial was designed to evaluate the efficacy
and safety of a novel AmB formulation (FPA) for the treat-
ment of experimental CanL.

FPA therapy failed to improve clinical status in the
majority of infected dogs. What is more, 50% of animals
showed worsening of clinical signs, especially skin lesions,
by the end of the 6-month treatment period. Neither was
parasitological cure produced in any of the dogs.

Despite a 100% success rate for active infection achieved
in the eight Beagle dogs, the clinical course of infection and
incubation stage varied considerably among the animals. This
model reflects the wide clinical response to natural infection
[52] described for canine models [53–56]. For this reason,
we opted for starting treatment one year after the initial
challenge when persistent clinical signs could be detected in
every animal.

The increase in clinical scores observed after the first FPA
dose administration could be attributed to the fact that a
higher dose is needed to reach an effective concentration or
due to the side effects recorded in some animals after the first
treatment. In response to treatment, clinical improvement
was only observed in Dogs 2 and 8 although Dog 8 only
received two doses of therapy because of a severe toxic
reaction after the second dose. These results differ from those
obtained by other authors who used a lipid AmB emulsion
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for the treatment of CanL. With this emulsion of AmB several
months after treatment all animals were clinically cured [17,
37, 38], though two deaths were produced (out of 19) in
the study by Lamothe [17]. Comparisons between studies
are, however, hindered by the different dosing regimens and
the fact that dogs were naturally infected with L. infantum.
In addition, the qualitative scoring system used by others
is not as accurate as the present system, which includes
clinicopathological abnormalities and not only clinical signs.

The main drawbacks of using AmB to treat CanL are
its intravenous administration route, its high cost, and its
numerous side effects, particularly nephrotoxicity, since it
aggravates the direct harmful effect of CanL on renal function
[57]. The clinical efficacy and safety of FPA have been
demonstrated in murine models [39, 46, 58] and in dogs [59].
In a study [39] in which once-weekly doses of 5 mg/kg FPA
were given to mice over a 6-week period, compared with
the conventional AmB formulation, high concentrations of
AmB were detected in the liver and spleen, whereas levels
in plasma and kidneys were lower. These results suggest that
the organs of the mononuclear phagocyte system constitute a
major pathway for the accumulation of FPA [39, 43], making
infected macrophages more accessible to AmB. In addition,
polyaggregates act as an AmB release system from larger
aggregates [59]. The results observed in this murine model
prompt further investigation of this formulation in the canine
model.

The administration of 5 mg/kg fortnightly, three times,
would offset the fast clearance from the circulation by the
mononuclear phagocyte system that occurs with only one
dose of FPA, achieving higher effective concentration values.

In trials assessing the treatment of dogs with lipid emul-
sions of AmB, anorexia, vomiting, and fever were recorded as
the most common side effects in 78–81% of animals, but these
gradually resolved [17, 37, 60]. In our study, apart from fever
and anorexia, most of the animals suffered (in decreasing
order) from hypotension, diarrhea, bodyweight loss, asthe-
nia, and abdominal pain. However, all were self-limiting and
also described for AmB treatment in dogs. A single dose
of FPA caused no adverse events in healthy Beagle dogs.
Regarding the renal toxicity of AmB, some authors describe a
transient increase in urea and/or creatinine levels [17, 18, 37,
60]. This was not observed here and levels remained within
the normal range. However, five animals became proteinuric
(with elevated UPC) after treatment. Proteinuria in these
dogs may have been caused by glomerulopathy due to the
pathogenic effect of CanL itself, enhancing the nephrotoxic
effect of AmB, mainly due to renal vasoconstriction and
a reduced glomerular filtration rate [33, 37]. Nevertheless,
levels of FPA have been demonstrated to be lower in plasma
and kidneys, in comparison with other formulations of AmB
[39]. This highlights the need to monitor renal function
before and during treatment with AmB, since persistent
proteinuria is usually associated with a greater frequency
of renal morbidity and mortality [61]. Hence, only CanL
patients with minimal or no kidney involvement should
receive intravenous FPA treatment.

Dysproteinemia due to hypoalbuminemia and hyper-
gammaglobulinemia is a common finding in CanL [57] and

was in fact observed in 100% of the present dogs at T1. FPA
treatment failed to normalize these variables and this has also
been observed in clinical trials on allopurinol, allopurinol-
meglumine antimoniate [62], or aminosidine [63]. In con-
trast, miltefosine [15, 64] and oleyl phosphocoline [25] were
able to rescue these abnormalities.

The humoral response recorded here increased during
p.i. follow-up, and antibody titers of 1/6400 were recorded
in some animals. This value exceeds that observed in other
canine models, though in most of these trials 1/640 was the
established limit [53, 65, 66]. Dogs showing higher clinical
scores also featured higher antibody levels of the parasite, as
confirmed in natural CanL [67–69]. In response to treatment,
IFAT-determined titers diminished in six out of eight ani-
mals, although a clear correlation with the clinical response
was not detected. Some authors have reported clinical
improvement in response to treatment with miltefosine, oleyl
phosphocholine, or marbofloxacin in the absence of reduced
antibody titers determined by IFAT [16, 25, 70]. In con-
trast, both clinical and serological improvements have been
observed for the use of aminosidine [63], enrofloxacin [23],
allopurinol [71], miltefosine-allopurinol [15], meglumine
antimoniate [72], or meglumine antimoniate-allopurinol
[73]. However, most authors consider serology unrepresen-
tative of the clinical progression of treated dogs, at least over
a short period [22, 74, 75], since in a minority of animals
antibody titers remain high long after clinical signs have
subsided [13, 76]. Only in Dog 8 did we observe significant
correlation between the reduction in antibody levels from
1/3200 to the 1/100 cut-off and a 61.54% reduction in the
clinical score at PT6. This general improvement could be
attributed to treatment efficacy but could also reflect a good
immune Th2 response and a low intensity of Leishmania
infection in this animal, since no DNA was found in blood
and urine throughout the study, and bone marrow showed a
low parasite burden (less than one parasite/mL at T1, PT1 and
PT6). Moreover, as mentioned earlier, this dog did not receive
the complete course of treatment and was excluded.

Throughout the year of experimental infection follow-up,
a larger number of positive culture results were observed
than positive smears, indicating the higher sensitivity of
this technique [77]. Overall, the presence of Leishmania was
detected in the bone marrow of all animals before treatment.
The sensitivity of microscopy examination of bone marrow
smears is higher (60–75%) than that of lymph nodes (30–
50%) [77, 78], which are enlarged in experimentally infected
dogs [79]. rtQ-PCR has a high sensitivity and specificity
for the absolute quantification of Leishmania and serves to
quantify very low levels of parasites in infected tissues even
before seroconversion. This makes this technique useful
for diagnosis and treatment monitoring [10, 50, 76]. In our
study, the sensitivity of this technique was of 0.001 parasites
per PCR reaction. Moreover, its 7-log linear dynamic range
allows discrimination from 1 parasite/mL to more than 107
parasites/mL of sample [50]. Parasite burdens largely varied
according to the animal and tissue (Table 3), bone marrow
samples showing the greatest numbers of parasites/mL,
followed by blood, and urine. Indeed, it has been reported
that bone marrow contains a larger number of copies of

179



10 Advances in Pharmaceutics

Leishmania DNA than peripheral blood [50, 76, 80]. This
could be explained by the fact that bone marrow is where
invasion and multiplication of the parasite takes place, acting
as a target organ, while blood acts as a medium for parasite
transport and not as a reservoir organ [80, 81]. Our rtQ-PCR
revealed that FPA did not reduce the parasite load in bone
marrow samples and, even one month after treatment, the
mean burden in this tissue was still elevated in almost all
animals. This could be attributable to a low capacity of FPA
to reach the bone marrow or to the high parasite burden in
this tissue at the onset of treatment. It should be stressed,
however, that the drastic reduction in parasitemia detected
at PT1 has significant implications in the fact that animals
could be less infective to sand flies at the end of treatment.

Other authors have described the presence of Leishmania
kDNA in the urine of dogs contracting natural infection [82–
84]. In our study, rtQ-PCR detected no significant parasite
numbers in urine, suggesting this type of sample is not
reliable to quantify Leishmania parasite burden or monitor
treatment efficacy. No positive correlation was detected
between renal failure and the number of parasites in urine
by rtQ-PCR [82, 83] probably because we found far fewer
parasites in urine than in previous studies [83], the low
number of dogs examined, and the fact that none suffered
renal azotemia or severe proteinuria.

Although the small number of animals included in this
study limits several conclusions, its results indicate that FPA,
at the dosing regimen used, was unable to improve the clinical
state or reduce hematological and biochemical abnormalities
in dogs experimentally infected with L. infantum. A leish-
manicidal effect of FPA was produced in blood, but the agent
could not lower the parasite load in bone marrow, which
could lead to future relapses. The present study shows the
null response to AmB of dogs experimentally infected with
L. infantum. Based on these findings, this drug should not be
considered for elective treatment of canine leishmaniosis due
to its numerous side effects and lack of a clear leishmanicidal
effect.
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4.3. Objetivo 3: Conocer la eficacia leishmanicida y la tolerancia de 

la administración oral de una formulación a base de oleilfosfocolina (OIPC) 

en el tratamiento de la leishmaniosis canina en perros con infección 

natural, evaluando la evolución clínica de los animales post-tratamiento. 

Como alternativa a los antimoniales pentavalentes se emplea desde 

la última década la miltefosina, una alquilfosfocolina (Manna et al., 2009; 

Mateo et al., 2009; Miró et al., 2009). En perros enfermos, la miltefosina 

muestra una buena eficacia clínica y parasitológica tras su administración 

oral (Mateo et al., 2009), la cual se incrementa cuando se administra de 

manera conjunta con alopurinol (Manna et al., 2009; Miró et al., 2009). Los 

efectos adversos descritos son, principalmente, alteraciones 

gastrointestinales leves (náuseas, anorexia, vómitos y diarrea) 

autolimitantes, que disminuyen si se administra junto con la comida (Mateo 

et al., 2009). 

Recientemente se ha desarrollado una nueva alquilfosfocolina, la 

OlPC. Se trata de un análogo estructural de la miltefosina, también 

biodisponible por v.o., cuya elaboración es más económica, y que ha 

mostrado unos resultados preliminares prometedores en el tratamiento de 

la infección por Leishmania spp. en el modelo murino (Fortin et al., 2012). 

Con respecto a la miltefosina ha demostrado poseer una mayor eficacia 

leishmanicida y una biodisponibilidad oral y tolerancia superiores (Fortin et 

al., 2012). 

Con el presente estudio preliminar se ha pretendido valorar la 

eficacia clínica y leishmanicida de la OlPC en el tratamiento de la infección 

natural por L. infantum en ocho perros de diferentes razas y edades, así 

como su tolerancia. Los resultados obtenidos mostraron una recuperación 

clínica muy favorable y rápida en términos de reducción de la puntuación 
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clínica y ganancia de peso, encontrándose una asociación entre dicha eficacia 

clínica y un descenso en la carga parasitaria presente en MO. En términos de 

tolerancia, no se produjeron efectos adversos graves, observándose 

únicamente efectos gastrointestinales leves y transitorios en algunos perros, 

de manera similar a lo descrito con la miltefosina. Además, este estudio ha 

demostrado que la OlPC requiere un periodo de administración más corto 

que la miltefosina (10-15 días).  
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Abstract The alkylphosphocholine oleylphosphocholine
(OlPC) represents a potential new therapy for the treatment
of canine leishmaniosis caused by Leishmania infantum . The
aim of the present study was to evaluate the efficacy and safety
of OlPC in a small cohort of dogs naturally infected with L .
infantum and defined as clinically sick (LeishVet stages II and
III). A total of eight dogs were included in the study and were
treated orally with 4 mg/kg OlPC for 14 days. Dogs were
assessed at the clinical and parasitological level at four time
points during a total follow-up period of 90 days (before
treatment and at 15, 30, and 90 days post-treatment onset).
Ln-PCR, real-time quantitative PCR, antibody testing (IFAT),
and culture of bonemarrow aspirates were evaluated at the four
time points. OlPC treatment induced a rapid and satisfactory
clinical recovery in terms of clinical score reduction and
weight gain, and treatment efficacy was found to be associated
with a decrease in bone marrow parasitic load. Serological
titers measured by IFATwere stable in any of the treated dogs
at any time point after treatment. OlPC was well tolerated and
no severe adverse events were noted in any of the treated dogs;
even some dogs showed slight intestinal disorders. This proof-
of-principle study is the first to show that short oral treatment
with OlPC improves clinical signs of canine L . infantum
leishmaniosis, highlighting the need to perform additional

studies to optimize the dosing regimen and to assess long-
term treatment efficacy of this drug.

Introduction

Canine leishmaniosis (CanL) is a severe zoonotic disease
caused by protozoan parasites of the Leishmania genus that
are transmitted to humans and animals by blood-sucking
phlebotomine sandflies (Killick-Kendrick 1990; Ashford
2000). CanL is endemic inmore than 80 countries in the world,
being present in regions of southern Europe, Africa, Asia, and
South and Central America (Baneth et al. 2008). In the
Mediterranean basin, CanL is essentially caused by
Leishmania infantum , and dogs are considered the main
reservoir of L . infantum for humans (Gramiccia and Gradoni
2005). CanL is a systemic disease manifested by variable and
nonspecific clinical signs and degrees of severity, due to the
individual host immune response (Baneth et al. 2008; Solano-
Gallego et al. 2009). A system of four clinical stages based on
clinical signs, clinicopathological abnormalities, and
serological status was proposed by the LeishVet group in an
effort to cover the wide variety of clinical manifestations and
provide a tool to determine the best treatment protocol and
prognoses for each stage (Solano-Gallego et al. 2011).

Several drugs and dosage regimens have been used for the
treatment of CanL with variable efficacy, and a scientific
agreement on the management of the disease exists (Oliva
et al. 2010; Solano-Gallego et al. 2011; Woerly et al. 2009).
Currently used antileishmanial drugs improve clinical signs
after treatment (Noli and Auxilia 2005), but they do not result
in parasitological cure, hereby making post-treatment relapses
frequent, and in some cases they are associated with toxicity
(Miró et al. 2008; Amusategui et al. 1998; Oliva et al. 2010).

L. Hernández :R. Gálvez :A. Montoya : R. Checa :A. Bello :
C. Rupérez :G. Miró (*)
Departamento de Sanidad Animal, Facultad de Veterinaria,
Universidad Complutense de Madrid, Avda. Puerta de Hierro s/n,
28040 Madrid, Spain
e-mail: gmiro@ucm.es

T. Bosschaerts :H. Jansen :A. Fortin
Dafra Pharma R&D, Slachthuisstraat 30/7, 2300 Turnhout, Belgium

Parasitol Res (2014) 113:157–164
DOI 10.1007/s00436-013-3638-2

187



Furthermore, the drug most widely used in the treatment of
CanL is meglumine antimoniate, which is threatened by the
onset of resistance (Gramiccia et al. 1992; Murray 2001). The
combination of meglumine antimoniate with allopurinol (a
purine analogue with leishmaniostatic activity) is still
considered the most effective therapy (Noli and Auxilia
2005; Denerolle and Bourdoiseau 1999) and is used as the
first line protocol against the disease (Solano-Gallego et al.
2009).

As a recent alternative to pentavalent antimony, the
alkylphoshocholine miltefosine is also used, particularly in
dogs with renal disease (Mateo et al. 2009; Manna et al.
2009; Miró et al. 2009). Miltefosine was originally developed
as an anti-cancer agent and was later repositioned to treat
leishmaniosis (Sindermann and Engel 2006). In sick dogs, the
drug shows a good clinical and parasitological efficacy after
oral administration (Mateo et al. 2009), which increases when
given together with allopurinol (Manna et al. 2009; Miró et al.
2009). Miltefosine shows minor adverse effects consisting of
dysorexia, self-limited vomiting, or diarrhea, which diminish if
combined with food. Other antileishmanial treatment options
include amphotericine B (currently restricted to humans to
avoid future cross-resistance), aminosidine, pentamidine,
metronidazole, ketoconazole, and fluoroquinolones; however,
they are currently not recommended for the routine treatment of
CanL as first option (Solano-Gallego et al. 2009; Solano-
Gallego et al. 2011; Manna et al. 2009). More recently, the
administration of domperidone in dogs has been claimed to
activate their cell-mediated immune response by increasing
blood levels of prolactin (Gómez-Ochoa et al. 2009), and may
be useful as an immunomodulator in the treatment of non-
severe clinical cases.

Based on these observations, it is clear that new molecules
and protocols should continue to be developed in order to
improve treatment efficacy and ease of administration, reduce
toxicity, and avoid the appearance of resistance.

Oleylphosphocholine (OlPC) belongs to the chemical
group of the alkylphosphocholines and is a structural analogue
of miltefosine, the most recently marketed drug for the
treatment of leishmaniosis. OlPC has proven antileishmanial
activity both in vitro and in experimental animal models.
Preclinical testing in the L . infantum hamster model has
shown that OlPC has higher efficacy compared to miltefosine
after oral administration (Fortin et al. 2012). OlPC has
excellent oral bioavailability and is a long-acting drug, with
a mean elimination half-life of about 60 h in healthy dogs
(Fortin et al. 2013).

The present pilot study aimed to evaluate the efficacy and
safety of OlPC in a small cohort of dogs naturally infected with
L . infantum that were defined clinically sick. Safety studies in
healthy dogs have indicated that OlPC can be given orally at a
dose of 4 mg/kg/day for 28 days without causing significant
adverse events (Fortin et al. 2013). As a conservative approach,

the dose of 4 mg/kg was administered for 14 days in clinically
sick dogs to assess treatment efficacy. Clinical remission,
improvement of clinicopathological abnormalities, evolution
of antibody titers, and blood and bonemarrow parasitic load by
cytological and PCR assays were followed up before (D0) and
after treatment on day 15 (D15), day 30 (D30), and day 90
(D90), representing the end of the study).

Materials and methods

Animals

A cohort of 8 shelter dogs (numbered from 1 to 8) naturally
infected with L . infantum were selected based on inclusion
and exclusion criteria described below. Selected dogs were
different breeds and both sexes with ages over 6 months.

The study was carried out in accordance with the
International Guiding Principles for Biomedical Research
Involving Animals, issued by the Council for the International
Organizations of Medical Sciences. A representative of the
shelter assumed the signature of the owner consent in all the
clinical cases included.

Study design

Dogs were included in the study if they met all the following
inclusion criteria:

– At least two clinical signs consistent with CanL: asthenia/
loss of weight, cutaneous lesions, lymphoadenomegaly/
splenomegaly, epistaxis—sporadic or persistent (unilateral
or bilateral), ocular lesions.

– Positive diagnosis confirmed by at least two laboratory
tests: indirect immunofluorescence antibody test (IFAT)
for leishmaniosis-specific antibodies (cut-off 1:100),
cultures of bone marrow aspirates grown in Novy–
Nicolle–McNeal (NNN) medium or bone narrow smear
examination, nested-polymerase chain reaction (Ln-PCR)
of blood or bone marrow aspirates.

Dogs with CanL were excluded if they fulfilled one of the
exclusion criteria:

– Healthy or asymptomatic dogs, or currently under treatment
with other leishmanicide drugs or corticoesteroids

– Concomitant infectious or vector-borne disease
– Pregnant or lactating bitches
– Severe renal, hepatic, or cardiac failure
– Development of deep pyoderma infections

After inclusion, dogs were removed from the study if they
met at least one of the post-inclusion removal criteria: failure
to comply with study protocol, use of forbidden treatment,
adverse events requiring interruption of drug treatment or
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follow-up, and secondary infections or disorders interfering
with drug treatment.

Dogs were assessed at the clinical (physical examination
and clinicopathological abnormalities) and parasitological
level five times throughout the study: at time of inclusion
(on approx. day −15), before starting treatment (D0) and at
day 15 (D15), day 30 (D30), and day 90 (D90).

Treatment

The drug used was oleylphosphocholine (OlPC), an
alkylphosphocholine analogue (Fig. 1). The used dosing
regimen was 4 mg/kg/day of a liposomal OlPC formulation
(18 mg/kg, prepared as described in Fortin et al. 2012 and
provided byDafra Pharma R&D) during 14 days (day 1 to day
14 inclusively), administered by oral administration a fortiori
by the investigator.

Sample collection and clinical and laboratory diagnostics

At each time point (i.e., D0, D15, D30, and D90), animals
were scored for 25 clinical signs assessed in a physical
examination using a categorized scoring system from 0 to 3,
as previously described (Mateo et al. 2009; Manna et al. 2009;
Miró et al. 2009). Bone marrow aspirates as well as blood
samples of 5–6 ml obtained by cephalic venipuncture were
collected from each dog. The collected blood was divided
over four tubes containing: (a) lithium heparin for biochemical
profile, (b) EDTA for CBC (complete blood count), (c) EDTA
for Leishmania specific Ln-PCR or real-time quantitative
PCR (RTQ-PCR) analysis, and (d) no additives for antibody
testing (IFAT). Analysis of the biochemical profile and full
blood counts was done at a clinical testing laboratory. The
blood samples for PCR were stored frozen at −20 °C until
processing; the samples for IFAT testing were kept at 4 °C and
immediately analyzed.

Biochemical parameters assessing renal and hepatic profile
were urea, creatinine, alanine aminotransferase (ALT),
alkaline phosphatase (ALP), total plasma protein, albumin/
globulin ratio, and serum protein electrophoresis. CBC
parameters tested were red blood cell count (RBCC), packed
cell volume (PCV), white blood cell count (WBCC), and
platelet count. Urine samples were also collected from each
dog to perform a complete urinalysis and to monitor protein/
creatinine ratio.

The indirect immunofluorescence antibody test (IFAT) for
antileishmanial specific immunoglobulin G (IgG) antibodies

was performed against in-house cultured promastigotes as
described previously (Mancianti and Meciani 1988), using the
cut-off 1/100. The serial dilutions ranged from 1/50 to 1/6,400.

Determination of parasitemia

The leishmanicidal efficacy of treatment was assessed by
microscopically examining the presence of Leishmania
amastigotes on three Giemsa-stained bone marrow smears
and bone marrow cultures, and performing Ln-PCR analysis
on blood samples and bone marrow aspirates at every time
point. Selective culture of bone marrow aspirates was
prepared on Novy–McNeal–Nicolle medium (NNN). All
bone marrow smears were analyzed by the same qualified
and specialized parasitologist.

The blood genomicPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare,
Little Chalfont, Buckinghamshire, UK) was used to obtain
DNA from whole blood samples and bone marrow aspirates,
according to the manufacturer’s instructions. Twenty
microliters of DNA sample was subjected to Ln-PCR with
primers targeting the Leishmania SSUrRNA (small subunit
ribosomal ribonucleic acid) region. This protocol is
Leishmania genus specific and uses the primers R221 (5′-
GGT TCC TTT CCT GAT TTA CG-3′) and R332 (5′-GGC
CGG TAA AGG CCG AAT AG-3′) in the first reaction, and
the primers R223 (5′-TCC CAT CGC AAC CTC GGT T-3′)
and R333 (5′-AAA GCG GGC GCG GTG CTG-3′) in the
nested reaction (Cruz et al. 2002).

RTQ-PCR was performed on blood and bone marrow
samples from D0 and D90. The RTQ-PCR analysis was
performed using LightCycler high speed thermal cycler and
the LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green I kit
(Roche Diagnostics, Spain). Primers used for specific
amplification of Leishmania were R223 and R333 (van Eys
et al. 1992). Reactions were carried out in a final volume of
20μl of reactionmixture containing 15 pmol/μl of primer R223
and R333 (SIGMA-GENOSYS) and 4 μl of target DNA. The
thermal cycling conditions were; initial denaturation at 95 °C
for 10 min, 35 cycles consisting of denaturation at 95 °C for
20 s, annealing at 65 °C for 20 s, extension at 72 °C for 20 s.
After PCR amplification, a melting curve was generated to
check the amplicon specificity (1 cycle at 95 °C for 20 s,
followed by heating to 70 °C for 20 s and continuous heating
at 0.01 °C/s to 95 °C). Each sample was tested in duplicate for
each run. Quantification was by means of a standard curve
which consisted of serial dilutions of L . infantum DNA,
ranging from the equivalent of 105 up to 102 parasites/ml.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using Stata v. 10.1 software
(StataCorp LP, College Station, Texas, USA). Mean differences
in outcome variables between the different days post-treatmentFig. 1 Chemical structure of OlPC
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were compared by repeated measures of ANOVA. For the
categorical variables, Wilcoxon Test were used, Signed Rank
or Student’s t depending on normal distribution of variables.
Differences were considered significant at p ≤0.05.

Results

Clinical efficacy

A total of eight L . infantum naturally infected shelter dogs
were included in the study, their baseline characteristics before
treatment start (D0) and at the end of the follow-up period
(D90), are summarized in Table 1. Based on a recent proposed
clinical classification of CanL by the Leishvet group (Solano-
Gallego et al. 2011), all dogs enrolled were classified as stage
II clinical leishmaniosis, with the exception of dog 3 and 5
classified as stage III. These two dogs presented azotemia and
proteinuria prior to treatment administration but not a severe
clinical picture, which was considered compatible with the
inclusion criteria. On D0, dogs showed a mean clinical score
of 18.0±5.7 points (mean ± standard deviation; Fig. 2).
Observed clinical signs were mainly lymphadenomegaly,
which was the most frequent clinical sign observed before
treatment (87.5 %), followed by cutaneous lesions (87.5 %)
and general amyotrophy (75.0 %). Assessment of the clinical
disease course after treatment with OlPC showed a clear
improvement in terms of reduction in the mean clinical
scoring. Mean scores for D15, D30 and D90 dropped to
10.9±3.2, 5.3±3.8 and 1.8±1.8, respectively, reducing the
clinical score significantly compared to D0 (Fig. 2). Of note,
two out of eight dogs presented a complete absence of clinical
signs on D90 (dogs 5 and 7). In parallel to the clinical
improvement seven dogs gained weight after OlPC treatment
(Fig. 2), with a mean percentage weight change compared to

D0 of −2.3±3.2 %, 1.0±6.5 %, and 9.9±8.6 % on D15, D30
and D90, respectively. Overall, the clinical recovery of the
included dogs was deemed very positive in terms of weight
gain and clinical improvement, translating into a good
preliminary clinical efficacy.

Tolerance assessment

Regarding tolerance, two out of eight dogs experienced
diarrhea during the first week of treatment, and one dog had
diarrhea and one episode of vomiting. No symptomatic
treatment was necessary in any of the affected dogs. The other
five dogs tolerated OlPC treatment without any side effect.

Hematology, biochemistry, and serology

Mean CBC values did not change significantly during the
study, nor were there any significant differences observed
for mean serum concentration of protein, urea, creatinine,
ALP, or ALT (not shown). Of note, urea and creatinine values
of dogs 3 and 5 with stage III disease on D0, were normalized
on D90 although they kept being proteinuric.

A significant increase of the mean albumin/globulin ratio
was observed after treatment, from 0.30±0.12 on D0 to 0.50±
0.18, 0.60±0.16 0.6, and 0.52±0.17 on D15, D30, and D90,
respectively (p <0.05 for all time points compared to D0).

Serological testing using the indirect immunofluorescence
antibody test (IFAT) detected L . infantum specific antibodies
in serum dilutions ranging from 1/200 to 1/1,600 on D0
(Table 1). No important seroreversion was observed in any
of the treated dogs at any time point after treatment, with sera
ranging from 1/400 to 1/1,600 on D90.

Parasitemia

Out of six dogs tested on D0, microscopic examination was
positive in two dogs and bone marrow culture was positive in
three dogs (one animal was positive for both methods;
Table 2). On D90, microscopic examination was positive in
four out of six dogs tested and bone marrow culture was
positive in two dogs (two animals were positive for both
methods), indicating that full parasitological clearance was
not achieved at the end of the follow-up period. In accordance,
nested-polymerase chain reaction (Ln-PCR) analysis on bone
marrow aspirates and/or blood samples confirmed that on D90
most dogs scored positive for L . infantum DNA (six out of
seven dogs tested scored positive for blood and/or bone
marrow; Table 2). It can be noted that although blood samples
were rarely found PCR positive in the two weeks following
treatment (zero out of seven tested on D15, one out of eight
tested on D30), this was not the case for bone marrow
aspirates (six out of seven on D15, three out of seven on

Table 1 Animal and clinical characteristics at D0 and D90 IFAT: indirect
immunofluorescence antibody test

Dog Sex Clinical staginga IFAT Weight (kg) Clinical
scoring

D0 D90 D0 D90 D0 D90

1 F II 1/1,600 1/1,600 4.7 5.6 18 2

2 M II 1/1,600 1/1,600 22.5 22.5 18 5

3 F III 1/1,600 1/800 39.9 43.5 17 2

4 F II 1/800 1/800 21.5 22.2 12 8

5 F III 1/400 1/400 13.8 14.0 14 0

6 F II 1/200 1/800 38.4 46.0 31 2

7 F II 1/400 1/800 29.5 32.2 17 0

8 M II 1/400 1/400 13.5 15.2 17 5

F female, M male
a Based on Solano-Gallego et al. (2011)
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D30), suggesting the parasites remain latently present in the
bone marrow.

Bone marrow and blood samples found positive by Ln-
PCR on D0 and D90 were analyzed further using real-time
quantitative PCR (RTQ-PCR). Quantification of parasitemia
was by means of a standard curve which consisted of serial
dilutions of L . infantum DNA. This analysis revealed a mean
L .infantum parasite load decrease of more than 95 % in the
bone marrow on D90 as compared to D0 (four dogs tested on
D0 and five dogs tested on D90; Fig. 3). RTQ-PCR analysis
did not reliably detect significant levels of parasites in blood
samples in this study.

Discussion

With the aim of improving and simplifying current management
of CanL, this study investigated the safety and efficacy of an
innovative therapy with OlPC in a small cohort of naturally L .

infantum infected dogs. OlPC is an orally bioavailable
alkylphosphocholine that is structurally related to miltefosine
(Fortin et al. 2012). In the experimental L . infantum hamster
model, OlPC is more effective than miltefosine in reducing
parasite load in target organs after both single or multiple oral
dosing (Fortin et al. 2012). This study is the first to evaluate the
use of OlPC in a natural model of leishmaniosis. A treatment
dose of 4 mg/kg OlPC was selected, given once daily via the
oral route. Safety data in healthy beagle have indicated that this
dose does not induce adverse events, even after 4-week daily
administration (Fortin et al. 2013). However, to avoid treatment-
associated toxicity in clinically sick dogs, in this proof-of-
principle study treatment duration was limited to 2 weeks.

A total of eight dogs fulfilled the inclusion/exclusion criteria
and were included in the study. All dogs responded well to
treatment in terms of clinical improvement, and all clinical
manifestations of CanL showed a tendency for reduced
frequency and severity, including cutaneous lesions, such as
seborrheic dermatitis, ulcerative cutaneous forms, hyperkeratosis
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Fig. 2 Mean clinical score (a) and percentage weight change (b) at the
different time points of follow-up. Dogs were weighed and clinic score
was assessed based on a scoring system previously described (Mateo et al.
2009; Manna et al. 2009; Miró et al. 2009). Percentage weight change was

calculated for each individual dog relative to the dog’s weight at baseline
(D0). Mean and standard deviation are shown. Single asterisk indicates
significantly lower compared to day 0 (p=0.023 on D15, p=0.023 on
D30, p=0.094 on D90)

Table 2 Parasitological results on bone marrow aspirates and blood samples

Dog Bone marrow cytology Bone marrow culture Blood Ln-PCR Bone marrow Ln-PCR

D0 D15 D30 D90 D0 D15 D30 D90 D0 D15 D30 D90 D0 D15 D30 D90

1 nd nd nd + nd nd + − + − + + − nd nd +

2 − − − + + + − − − − − + + + + +

3 − + − − − − − − − − − − − − − −
4 + + − nd + + − nd + − − + + + − +

5 − − + − − − − − − − − + nd + − +

6 − − − + + − − + + − − nd + + + +

7 + − − + − − − + − − − + + + − −
8 nd + + nd nd − − nd nd nd − nd nd + + nd

Microscopical analysis of Giemsa-stained smears of bone marrow aspirates (bone marrow cytology) and bone marrow cultures, and nested PCR (Ln-
PCR) analysis on blood samples and bone marrow aspirates was performed at the indicated time points

+ positive result, − negative result, nd not done
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and alopecia, present in several dogs at time of inclusion. Similar
efficacy results have been obtained in studies with aminosidine
(Athanasiou et al. 2013), meglumine antimoniate and allopurinol
combination (da Silva et al. 2012; Miro et al. 2011), miltefosine
(Manna et al. 2009; Mateo et al. 2009; Bianciardi et al. 2004),
and amphotericine B (Lamothe 2001). In addition, bodyweight
of most dogs increased along the study period, correlating with
the observed clinical improvement.

In terms of tolerance, five out of eight dogs did not
experience side effects, whereas in the other three dogs
occasional episodes of mild gastrointestinal disorders such
as diarrhea and vomiting were observed.

Besides a significant increase in the mean A/G ratio, no
significant changes in hematological or biochemical
parameters were observed during the 3-month follow-up
period. Serological titers measured by IFAT were also stable
over time, and none of the dogs became seronegative at the
end of the study. Therefore, no correlation between the IFAT
titers and clinical improvement was found. These results are
similar to previously published data on other antileishmanial
drugs including miltefosine, and suggest that serological
assessment as unique parameter is unsuitable to evaluate
recovery and follow-up of treated dogs in the short term
(Solano-Gallego et al. 2001; Pennisi et al. 2005; Mateo et al.
2009; Miró et al. 2008). Since L . infantum specific antibody
titers may only decrease after a time period longer than the 3-
month duration of our study, a longer follow-up could be
needed to evaluate the kinetics of antibody titers over time.

Although microscopical analysis of bone marrow smears is
a rapid and widely used field technique for the detection of

Leishmania amastigotes, it has a low sensitivity of 60–75% in
bone marrow (Alvar et al. 2004), and it can also be
unrewarding due to the low to moderate number of parasites
present in the sample (Moreira et al. 2007; Baneth and Aroch
2008). Detection of Leishmania kinetoplastid DNA (kDNA)
by PCR is considered the most sensitive method for direct
detection of infection in tissues (Maia et al. 2009; Miró et al.
2008; Maia and Campino 2008). In this study, all bone
marrow smears were analyzed by the same qualified and
specialized parasitologist. The number of dogs with positive
bone marrow smears at the end of the study was four (out of
six tested) and while a similar sensitivity was obtained with
the bone marrow culture technique, both techniques showed
an overall lower sensitivity in comparison with Ln-PCR. In
this study, Ln-PCR identified six dogs (out of seven tested)
positive for L . infantum DNA in bone marrow and/or blood
samples at the end of follow-up, confirming that treatment
with OlPC did not induce parasitological cure at the dosing
regimen used. These results are similar to other recent studies
using PCR, including studies with miltefosine (Miró et al.
2009; Manna et al. 2009) and meglumine antimoniate
(Manna et al. 2008; Francino et al. 2006).

Following Ln-PCR analysis, RTQ-PCR was selected to
determine in more detail the leishmanicide action of OlPC in
tissues by determining the residual parasite burden on D90 as
compared to D0 (Francino et al. 2006; Manna et al. 2008;
Solano-Gallego et al. 2007). RTQ-PCR has high sensitivity
and specificity for the absolute quantification of Leishmania
(Mortarino et al. 2004). This quantitative PCR analysis
indicated that OlPC treatment reduced the mean parasite load
in Ln-PCR-positive bonemarrow samples bymore than 95%.
RTQ-PCR analysis did not detect significant parasite burden
in blood samples of D0 or D90, suggesting that blood is not as
reliable as bone marrow samples to quantify Leishmania
parasite burden (Maia et al. 2009; Manna et al. 2008;
Solano-Gallego et al. 2007).

None of the antileishmanial drugs currently used for CanL
reliably induce parasitological cure since a small parasite load
remains in the majority of cases (Martínez et al. 2011; Baneth
and Shaw 2002), even though treated dogs show a good
clinical response (Moreira et al. 2007). It has been previously
suggested that dogs living in endemic areas may not attain
parasitological cure after treatment (Miró et al. 2008; Baneth
and Aroch 2008; Moreno and Alvar 2002).

The presence of residual parasites did not lead to clinical
relapse in any of the dogs during the 3-month follow-up
period, but this time-frame is considered too short to correctly
assess this parameter. In this respect, studies on miltefosine
have reported a progressive increase in the parasite load,
especially 6 months after treatment (Andrade et al. 2011;
Manna et al. 2008). Usually, this fact makes the need of
repeating another treatment cycle. Synergistic action of
leishmanicides in combination with allopurinol increases drug
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Fig. 3 Quantitative PCR (RTQ-PCR) analysis of parasitemia in bone
marrow pirates. Bone marrow aspirates positive by Ln-PCR on D0 and
D90 were selected for further analysis by RTQ-PCR to quantify parasitic
loads by means of a standard curve consisting of serial dilutions of L .
infantum DNA. Individual measurements are represented by circles and
squares . On D0 and D90 respectively, one and three samples were below
the detection limit of the assay (250 parasites/ml, dotted line on graph).
To conservatively estimate the mean, these samples were set at the
detection limit level. Horizontal lines indicate the estimated mean
(mean±standard deviation: 36,715±537.29 and 1,179±129.1 for D0
and D90, respectively)
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efficacy (Manna et al. 2009;Miró et al. 2009; Noli and Auxilia
2005). In fact, miltefosine increases its efficacy when given
together with allopurinol (Mateo et al. 2009; Miró et al.
2009). This synergy justifies the need for future studies on
the clinical and parasitological efficacy of OIPC combined
with allopurinol.

Conclusions

This proof-of-principle study indicates that OlPC can induce
rapid clinical improvement in naturally L . infantum infected
dogs without major side effects. Future comparative studies
with larger animal groups, longer follow-up, and with or
without a combination with allopurinol are now needed to
identify the optimal dosing regimen (dose and treatment
period) of OlPC as a new treatment option against CanL.
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5. DISCUSIÓN 

La leishmaniosis es una enfermedad muy compleja desde el punto de 

vista de la clasificación taxonómica, la epidemiología, el diagnóstico, la 

inmunopatología y las manifestaciones clínicas, lo que hace que las 

estrategias de control también lo sean (Pennisi, 2015). En el sur de Europa se 

ha estimado que al menos 2,5 millones de perros están infectados por L. 

infantum (Moreno y Alvar, 2002; Athanasiou et al., 2012).  

A lo largo de este trabajo hemos pretendido comparar la eficacia de 

las técnicas diagnósticas tradicionales con técnicas moleculares sobre 

muestras no invasivas, aplicadas a un modelo canino experimental. Mediante 

la infección experimental en modelo canino, hemos podido conocer con 

exactitud la cronicidad y evolución del estado clínico, clínicopatológico, 

inmunológico y parasitológico a lo largo de un año. A su vez, hemos evaluado 

la eficacia de dos nuevas moléculas en la terapia de la Lcan: una formulación 

novedosa y mejorada de AmB (FPA) y OlPC, una molécula probada por 

primera vez en perros con infección natural con resultados prometedores 

previos en el modelo murino y de fácil administración. 

5.1. Valoración del diagnóstico parasitológico en un modelo experimental 

de infección por L. infantum  

5.1.1. Modelo experimental canino 

Para la elaboración de nuevos fármacos y vacunas es imprescindible 

la estandarización de un modelo de leishmaniosis canina experimental que 

sea capaz de inducir enfermedad en todos los animales infectados y de 

forma semejante a la infección natural. 

El perro como modelo experimental de leishmaniosis presenta las 

ventajas de actuar como reservorio y compartir manifestaciones clínicas 
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similares con los humanos. Por ello ha sido utilizado en numerosos estudios 

de eficacia de nuevos fármacos y vacunas. 

La inoculación i.v. de parásitos, aunque más artificial, ha demostrado 

ser la mejor manera de obtener animales infectados con cuadros clínicos 

patentes, ya que permite la rápida diseminación del parásito a los diferentes 

órganos (Campino et al., 2000; Moreno y Alvar, 2002; Paranhos-Silva et al., 

2003; Strauss-Ayali et al., 2004; Rodríguez-Cortés et al., 2007; Carcelén et al., 

2009). Aunque la infección natural se produce mediante la inoculación 

intradérmica de parásitos, diversos estudios que han utilizado esta vía 

muestran que los animales infectados no presentan signos clínicos durante 

más tiempo (Santos-Gomes et al., 2000; Paranhos-Silva et al., 2003; Travi et 

al., 2009; Costa et al., 2013). 

Estudios recientes de infecciones experimentales con promastigotes 

obtienen, como en nuestro caso, una exitosa infección en todos los animales, 

con la aparición de signos clínicos al cabo de un periodo variable (Poot et al., 

2005; Rosypal et al., 2005a; Rodríguez-Cortés et al., 2007; Carcelén et al., 

2009; Teixeira et al., 2011; Fernández-Cotrina et al., 2013). 

La primera publicación de esta tesis describe el seguimiento 

postinfección durante un año de 8 perras de raza Beagle infectadas 

experimentalmente con L. infantum, a propósito de un estudio posterior de 

eficacia terapéutica. Se valoraron mensualmente parámetros clínicos, 

inmunológicos y parasitológicos con el fin de conocer mejor los mecanismos 

patológicos de la infección y su correlación, con el principal objetivo de 

determinar la presencia y la carga parasitaria de L. infantum en diferentes 

muestras obtenidas tanto de manera invasiva (sangre y MO) como no 

invasiva (orina, conjuntiva, mucosa oral y vulvar), en comparación con otras 

técnicas diagnósticas a lo largo del curso de la infección.  
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El aislado de L. infantum empleado para infectar experimentalmente 

los perros de nuestro estudio fue MCRI/ES/06/BCN-721, proporcionada por 

la Dra. Montserrat Portús (Universidad de Barcelona). Con una inoculación 

i.v. de 5 x 107 promastigotes de L. infantum por ml en perfusión lenta, el 

100% de los animales desarrollaron una infección activa (confirmada por la 

detección del parásito por PCR), comparable a los resultados obtenidos 

previamente (Poot et al., 2005; Rodríguez-Cortés et al., 2007). En nuestro 

modelo experimental transcurridos 120 días desde la infección todos los 

perros presentaban ya los primeros signos clínicos, a diferencia de otros 

estudios (Poot et al., 2005; Rodríguez-Cortés et al., 2007), en los que el 21% 

(3/14) y el 33,3% (2/6) de los animales infectados, respectivamente, no 

presentaron signos clínicos durante un año p.i. 

En nuestro estudio el periodo de prepatencia estuvo comprendido 

entre los dos y cuatro meses p.i. (siendo una linfadenomegalia leve-

moderada el primer signo clínico observado), similar a lo que indican otros 

autores (Poot et al., 2005; Rodríguez-Cortés et al., 2007; Travi et al., 2009; 

Martinez-Subiela et al., 2011; Fernández-Cotrina et al., 2013). La 

linfadenomegalia es el signo más frecuentemente encontrado en los 

animales enfermos (Slappendel, 1988; Ciaramella et al., 1997; Koutinas et al., 

2001), y estuvo presente en el 100% de los animales del estudio, afectando a 

los LN preescapulares, submandibulares y poplíteos. 

La valoración de los signos clínicos y las alteraciones 

clínicopatológicas en este tipo de estudios debe ser lo más objetiva y precisa 

posible. Empiezan a ser más los estudios que emplean un sistema de 

puntuación objetiva de los signos clínicos y/o alteraciones laboratoriales, lo 

que permite obtener una puntuación clínica individualizada y su valoración a 

lo largo del tiempo (Rodríguez-Cortés et al., 2007; Miró et al., 2009; Miró et 

al., 2011).  
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Desde un punto de vista clínico, los perros deberían clasificarse como 

“enfermos”, cuando presentan signos clínicos y/o alteraciones 

clinicopatológicas,  o como “infectados pero clínicamente sanos”, si no 

presentan ningún signo clínico ni alteraciones clinicopatológicas mediante 

análisis rutinarios de laboratorio, según la clasificación propuesta por el 

grupo LeishVet (Solano-Gallego et al., 2011). 

En el pasado, y todavía en algunos estudios recientes de eficacia de 

medicamentos (Travi et al., 2001; Vercammen et al., 2002; da Costa-Val et 

al., 2007; Neto et al., 2010), los veterinarios e investigadores empleaban una 

clasificación general subjetiva basada en tres categorías de perros: 

“asintomáticos”, “oligosintomáticos” y “polisintomáticos” (Mancianti et al., 

1988). Dicha clasificación posee un valor muy limitado ya que se basa 

únicamente en el examen físico del animal, no considerando las alteraciones 

clinicopatológicas, y engloba en el mismo grupo de animales 

polisintomáticos tanto a perros con 3 signos clínicos leves como a perros con 

10 signos graves y generalizados, pasando por alto perros con una alteración 

orgánica generalizada sin manifestaciones clínicas aparentes (Solano-Gallego 

et al., 2009). Además, denominaban “asintomáticos” a perros con posibles 

alteraciones clinicopatológicas graves, hecho que puede alterar 

considerablemente el resultado de eficacia de un fármaco o vacuna. Está 

descrito que muchos perros pueden padecer enfermedades sistémicas como 

insuficiencia renal sin presentar lesiones cutáneas agudas ni signos clínicos 

evidentes (Miró, 2013). Asimismo, este inconveniente metodológico puede 

llevar a conclusiones incorrectas, como que los perros “asintomáticos” son 

más infectantes para los flebotomos que los enfermos (Dantas-Torres y 

Otranto, 2014). 

Otras limitaciones halladas sobre todo en estudios multicéntricos 

incluyen: agrupar 2 ó más signos clínicos como uno solo, observaciones 
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subjetivas del propietario, el estilo de vida del perro (p.e. perros de 

propietario individual más controlados que los cazadores), historias clínicas 

cumplimentadas por veterinarios clínicos diferentes, interpretación subjetiva 

de la presencia o ausencia de signos clínicos, principalmente cuando son 

leves, la presencia de otras enfermedades concomitantes, la falta de 

valoración de alteraciones clinicopatológicas y el tiempo transcurrido hasta 

obtener un diagnóstico (Noli y Saridomichelakis, 2014). 

El amplio abanico de respuestas clínicas que se manifiesta en la 

infección natural por L. infantum (Hommel et al., 1995; Baneth et al., 2008) 

también se reproduce incluso en las infecciones experimentales bajo 

condiciones controladas (Poot et al., 2005; Rodríguez-Cortés et al., 2007; 

Travi et al., 2009; Fernández-Cotrina et al., 2013). Lo mismo sucedió con 

nuestro modelo experimental, empleando hembras de la misma raza y de 

edad similar. Mientras que los perros nº 5, 6 y 7 únicamente mostraron 

signos como linfadenomegalia y esplenomegalia, y algún signo cutáneo muy 

leve, los cinco perros restantes desarrollaron un cuadro clínico progresivo y 

muy evidente, con signos generales y cutáneos.  

Las lesiones cutáneas son la manifestación clínicas más comunes en la Lcan, 

pudiendo ser el único signo clínico presente y suelen ser la principal causa 

por la que el propietario acude a la consulta (Saridomichelakis y Koutinas, 

2014). Cinco de los ocho perros infectados experimentalmente en nuestro 

estudio presentaron lesiones cutáneas típicas caracterizadas por una 

dermatitis exfoliativa con alopecia y descamación difusas, localizadas 

inicialmente en la cabeza y extremidades y que posteriormente se fueron 

generalizando. Esta forma cutánea es la más común, como puede observarse 

en los estudios realizados por otros autores (Ciaramella et al., 1997; Koutinas 

et al., 1999; Rodríguez-Cortés et al., 2007; Carcelén et al., 2009; Fernández-

Cotrina et al., 2013). La onicogriposis, otra lesión detectada en el 24-90% de 

201



Discusión 

  

 

los perros con leishmaniosis, estuvo presente también en los cinco perros 

con dermatitis exfoliativa, demostrando, por tanto, la asociación existente 

entre ambas manifestaciones (Koutinas et al., 2010). De hecho, se ha 

sugerido que esta alteración podría representar el equivalente a la dermatitis 

exfoliativa en la piel sin pelo (Saridomichelakis, 2009). En infecciones 

experimentales la onicogriposis se ha descrito entre el 31 y el 78,6% de los 

perros (Travi et al., 2009; Costa et al., 2013). También se apreció 

hiperqueratosis nasal y/o plantar (n=5). A pesar de considerarse una lesión 

atípica (Ordeix i Esteve y Fondati, 2013; Koutinas y Koutinas, 2014), y 

haberse descrito un menor número de perros con hiperqueratosis nasal 

(11/40) y plantar (7/40) (Koutinas et al., 2001; 2010) observaron 

hiperqueratosis nasal y/o plantar en un 67,6% (25/37) de los casos, siendo 

estos resultados similares a los de nuestro estudio. Las lesiones cutáneas 

mencionadas en los perros del estudio no estuvieron asociadas a prurito, 

como es habitual en la Lcan (Ferrer et al., 1988; Ordeix i Esteve y Fondati, 

2013).  

La conjuntivitis, un hallazgo frecuente en perros con leishmaniosis, 

descrita en un 31,4-75,6% de los casos publicados (Slappendel, 1988; Peña et 

al., 2000; Koutinas et al., 2001) también se observó en cinco perros de 

nuestro estudio un año p.i. En cambio, en otras infecciones experimentales la 

conjuntivitis fue menos frecuente, detectándose en tres de 25 beagles a los 

12 meses p.i. (Fernández-Cotrina et al., 2013) y en uno de seis perros a los 7 

meses p.i. (Strauss-Ayali et al., 2007; Martínez-Subiela et al., 2011). 

Otra alteración sistémica importante de la Lcan es la atrofia 

muscular, presente en tres perros de nuestro estudio, principalmente de los 

músculos temporales. Koutinas et al. (1999) encontraron atrofia de los 

músculos maseteros en un porcentaje similar (24,1%), sin embargo en otro 

202



 Discusión 

 

 
 

grupo de perros con Lcan obtuvieron un resultado muy superior, 84,4% 

(Koutinas et al., 2001).  

 Las puntuaciones clínicas obtenidas a partir del sumatorio de los 

signos clínicos aumentaron progresivamente a lo largo del tiempo (Fig. 15), 

llegando a ser más elevadas en los animales 2 y 3, que además presentaban 

lesiones cutáneas. 

 

Figura 15. Evolución de la puntuación clínica a lo largo de un año tras la infección 
experimental por L. infantum. (Puntuación máxima posible: 52).  

Los análisis sanguíneos y urinarios demostraron alteraciones 

clínicopatológicas comunes en perros con Lcan natural y experimental, tales 

como anemia no regenerativa, trombocitopenia, hiperproteinemia debida a 

gammaglobulinemia y a una inversión del cociente A/G (Fig. 16), y 

proteinuria (Alvar et al., 2004; Saridomichelakis, 2009; Maia et al., 2010; 

Solano-Gallego et al., 2011; Fernández-Cotrina et al., 2013). La anemia no 

regenerativa es la alteración hemática más frecuente en la Lcan 

(Saridomichelakis, 2009) y estuvo presente en seis de los ocho animales de 
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nuestro estudio, lo que indica la importante implicación de la MO, tejido muy 

parasitado en individuos enfermos.  

La hiperproteinemia causada por una hipergammaglobulinemia, 

estuvo presente en todos los perros al final del año p.i., de manera similar a 

lo observado por otros autores, que describen un incremento de las 

proteínas totales debido a una mayor producción de anticuerpos (Koutinas et 

al., 1999). Teniendo en cuenta que a lo largo del estudio, todos los perros 

fueron alimentados con una dieta equilibrada, sin una reducción en la 

ingesta diaria de proteínas y calorías, la causa más probable de 

hipoalbuminemia es una pérdida renal de albúmina.  

 
Figura 16. Electroforesis de proteínas séricas que muestra un proteinograma 
alterado del perro nº 4 (D240 p.i.). Hipoalbuminemia (1,82 g/dl), 
hipergammaglobulinemia (4,92 g/dl) e inversión de la ratio A/G (0,25). 

En infecciones naturales, los intervalos de seroconversión oscilan 

entre 1 y 22 meses (5 meses de media) en perros con infección natural por L. 

infantum (Moreno y Alvar, 2002; Oliva et al., 2006). Por tanto, el diagnóstico 

serológico puede ser poco sensible en las primeras fases de la infección, 

pudiendo infradiagnosticar alrededor del 30% de las infecciones recientes 

(Courtenay et al., 2002). Sólo en los perros en los que el parásito se haya 

diseminado, los títulos de anticuerpos aumentan en el tiempo, por lo que el 

valor predictivo de la serología por sí misma es limitado (Martínez et al., 
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2011). Por ello, la utilidad de los métodos serológicos para la monitorización 

de los perros tratados es muy controvertida.  

En nuestro estudio, a lo largo del curso de la infección se apreció un 

aumento temprano y progresivo de la respuesta inmunitaria humoral en 

todos los animales, produciéndose la seroconversión entre los 4 y los 6 

meses p.i., similar a lo obtenido en otras infecciones experimentales 

(Campino et al., 2000; Paranhos-Silva et al., 2003; Rodríguez-Cortés et al., 

2007; Fernández-Cotrina et al., 2013). Cuando la respuesta inmunitaria está 

mediada por LTh2, la producción de anticuerpos desencadenada por la IL-4 

es elevada, lo que está asociado con manifestaciones clínicas graves debido 

al depósito de IC en órganos y tejidos (Baneth et al., 2008; de Freitas et al., 

2012; Proverbio et al., 2014).  

La técnica de IFI fue la elegida para su valoración, considerada como 

la técnica serológica de referencia debido a su elevada sensibilidad y 

especificidad (Alvar et al., 2004; Maia y Campino, 2008) debido a su elevada 

sensibilidad y especificidad (Mancianti et al., 1995; Ciaramella et al., 1997). 

Diferentes resultados obtenidos mediante esta técnica en otros estudios 

mostraron una seroconversión muy temprana a los 30-45 d.p.i. (Martínez-

Moreno et al., 1995; Carrera et al., 1996; Leandro et al., 2001; Maia et al., 

2010), o a partir de los 3 meses p.i. (Campino et al., 2000; Rosypal et al., 

2005a; Fernández-Cotrina et al., 2013). 

Los niveles de anticuerpos de los perros de nuestro estudio 

alcanzaron títulos muy elevados (rango: 1/3200-1/12800), superiores a lo 

observado en otras infecciones experimentales. Cabe destacar la gran 

importancia que cobra establecer un consenso global sobre el punto de corte 

de las técnicas serológicas, con el fin de poder extrapolar de una forma 

precisa y global los resultados obtenidos en diferentes estudios que empleen 
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la misma técnica. En consecuencia, las titulaciones más bajas halladas en 

otras infecciones experimentales podrían deberse a que no titularon por 

encima de 1/400 (Rosypal et al., 2005a) o 1/640 (Carcelén et al., 2009; 

Fernández-Cotrina et al., 2013).  

A pesar de que no hallamos una asociación significativa entre el 

cuadro clínico y el nivel de anticuerpos en nuestro estudio, los dos perros 

con mayor puntuación clínica presentaron títulos más elevados (1/12800). 

Asimismo, en el estudio llevado a cabo por Proverbio et al. (2014), el perro 

con mayor puntuación clínica (30, de un máximo de 87) también fue el que 

presentó el título de anticuerpos más elevado (1:10240). 

Mediante las técnicas de visualización directa (citología y cultivo de 

aspirados de MO) se detectó la presencia de Leishmania entre el tercer y el 

quinto mes p.i. en todos los animales. No obstante, la observación 

microscópica de citologías de MO permitió detectar amastigotes de L. 

infantum dos meses antes que mediante el cultivo específico. A partir del 

sexto mes p.i., todos los perros resultaron positivos mediante cultivo, 

aportando esta técnica unos resultados más estables que la citología de MO, 

con la cual algunos perros resultaban negativos de forma transitoria, debido 

a la baja carga parasitaria detectable en algunas muestras, que supone una 

difícil interpretación (Moreira et al., 2007; Solano-Gallego et al., 2011). La 

mayoría de los cultivos NNN fueron positivos en la primera semana, y menos 

frecuentemente en la segunda o tercera semana, como describen Maia et al. 

(2009).  

De acuerdo con Ferrer (1999) y Alvar et al. (2004), la sensibilidad de 

la microscopía de citologías de MO es mayor (60-75%) a la de LN (30-50%), 

viéndose ésta incrementada cuando se trata de perros infectados 

experimentalmente (Maia y Campino, 2008). No obstante se ha demostrado 
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que los perros enfermos pueden presentar sensibilidades de 88,2% en MO y 

de 94,7% en LN (Saridomichelakis et al., 2005). 

Tabla IX. Clasificación de los perros incluidos en el estudio mediante el sistema de 
estadios clínicos de la Lcan de las guías del Grupo de Expertos Europeos en 
Leishmaniosis canina (LeishVet) (Solano-Gallego et al., 2011) 

Perro Serología 
(IFI) Signos clínicos Hallazgos laboratoriales Estadio 

clínico 

1 1/12800 Linfadenomegalia, 
lesiones cutáneas difusas 

Anemia, hiperglobulinemia, 
hipoalbuminemia, UPC=0,5-1 IIb 

2 1/12800 

Linfadenomegalia, 
astenia, atrofia 

muscular, lesiones 
cutáneas 

Anemia, trombocitopenia, 
hiperglobulinemia, 
hipoalbuminemia 

IIa 

3 1/12800 

Linfadenomegalia, 
astenia, atrofia 

muscular, conjuntivitis, 
lesiones cutáneas 

Hiperglobulinemia, 
hipoalbuminemia, UPC=0,5-1 IIb 

4 1/12800 

Linfadenomegalia, 
astenia, atrofia 

muscular, conjuntivitis, 
lesiones cutáneas 

Anemia, leucocitosis, 
hiperglobulinemia, 
hipoalbuminemia. 

IIa 

5 1/6400 Linfadenomegalia, 
lesiones cutáneas 

Hiperglobulinemia, 
hipoalbuminemia IIa 

6 1/3200 Linfadenomegalia, 
lesiones cutáneas 

Trombocitopenia, 
hiperglobulinemia, 
hipoalbuminemia 

IIa 

7 1/6400 

Linfadenomegalia, 
atrofia muscular, 

conjuntivitis, lesiones 
cutáneas 

Anemia, trombocitopenia, 
hiperglobulinemia, 
hipoalbuminemia 

IIa 

8 1/3200 
Linfadenomegalia, 

conjuntivitis, lesiones 
cutáneas 

Anemia, trombocitopenia, 
hiperglobulinemia, 
hipoalbuminemia 

IIa 
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5.1.2. Técnicas moleculares 

Diversos estudios han demostrado que las técnicas moleculares no 

sólo permiten una detección más precisa de Leishmania y emplear muestras 

no invasivas (Cruz et al., 2013), sino que también revelan antes la presencia 

del ADN del parásito, incluso antes de que se produzca la seroconversión y 

aparezcan los signos clínicos (Oliva et al., 2006; Coura-Vital et al., 2011). En 

infecciones experimentales la seroconversión suele ocurrir entre 1 y 6 meses 

(intervalo: 4-22 meses) (Moreno y Alvar, 2002), mientras que en infecciones 

naturales, la media se estima en 10,5 meses (Oliva et al., 2006). Este hecho 

pone de manifiesto la importancia de una detección temprana de la 

infección por técnicas moleculares, especialmente la qPCR, siendo capaz de 

cuantificar niveles extremadamente bajos de parásitos en los tejidos de los 

animales infectados (Francino et al., 2006; Manna et al., 2008b). Esta técnica 

es especialmente útil en el diagnóstico y la valoración de la eficacia 

terapéutica (Mary et al., 2004; Pennisi et al., 2005b; Martínez et al., 2011; da 

Silva et al., 2012).  

La qPCR permite detectar y cuantificar la carga parasitaria en los 

tejidos de los perros infectados, hecho muy importante tanto para el 

diagnóstico como para el seguimiento durante el tratamiento de Lcan 

(Manna et al., 2008d; Martínez et al., 2011; da Silva et al., 2012). No 

obstante, la interpretación de sus resultados puede ser complicada debido a 

la inconsistencia de los mismos, pudiendo mostrar perros muy enfermos 

cargas parasitarias bajas y viceversa (Bourdeau et al., 2014). Por ello, la 

información obtenida por PCR debe analizarse junto con los resultados 

proporcionados por las pruebas clinicopatológicas y serológicas, con el fin de 

realizar una valoración completa (Solano-Gallego et al., 2009).  
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Cargas parasitarias inferiores a 1 parásito/ml pueden deberse bien a 

un bajo rendimiento en la extracción cuando la carga parasitaria es muy baja, 

o a la detección de ADN residual del parásito que persiste por un tiempo en 

el interior de los macrófagos tras la destrucción del parásito (Mary et al., 

2004). 

Con el objetivo de maximizar su sensibilidad, en la primera y segunda 

publicación se utilizó como diana molecular el ADN microcircular del 

kinetoplasto (kADN) y la sonda TaqMan, técnica previamente descrita por 

(Francino et al., 2006). El kADN ha demostrado ser más sensible que el ADN 

genómico para el diagnóstico de la Lcan (Lachaud et al., 2002b; Miró et al., 

2008, Cruz et al., 2013), debido al elevado número de copias de ADN 

(alrededor de 10000 copias por parásito) presentes en el kADN (Rodgers et 

al., 1990). El resultado es una qPCR que nos permite discriminar desde 0,01 

hasta 10000 leishmanias en una única reacción de PCR.  

5.1.2.1. Valoración de las muestras invasivas 

Debido a la gran variabilidad que presenta Leishmania en el tropismo 

por los diferentes tejidos, o bien a la inmunidad específica de cada órgano, la 

cantidad de parásitos varía entre unos y otros, dando lugar a una 

compartimentalización de la infección, por lo que es importante elegir la 

muestra que proporcione mayor información (Solano-Gallego et al., 2001b; 

Reithinger et al., 2002a; Sanchez et al., 2004). Diversos estudios han 

mostrado mayor carga parasitaria en MO y LN poplíteo en comparación con 

sangre periférica o buffy coat (Francino et al., 2006; Solano-Gallego et al., 

2007; Manna et al., 2008a; Manna et al., 2009a; Quaresma et al., 2009; 

Martínez et al., 2011) de manera que cargas parasitarias mayores de 100-

1000 parásitos/ml en MO son detectables en sangre, mientras que cargas 

parasitarias    inferiores    (1-100 parásitos/ml    en    MO)   son   normalmente                                          
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negativas en sangre (Martínez et al., 2011). No obstante, Ramos et al. (2013) 

no encuentran diferencias estadísticamente significativas entre las cargas 

parasitarias de MO, LN y bazo. Diversos estudios muestran una asociación 

positiva entre la carga parasitaria y los signos clínicos (Manna et al., 2009a; 

Ramos et al., 2013). Según Martínez et al. (2011), los perros con parasitemias 

medias-altas o muy altas están enfermos o lo estarán. A su vez, Courtenay et 

al. (2014) demostraron que sólo perros con elevadas cargas parasitarias 

fueron infectantes de manera consistente para los flebotomos, y sostienen 

que la mayor parte de las infecciones de flebotomos se pueden atribuir a una 

pequeña proporción de perros infectantes (Molina et al., 1994; Courtenay et 

al., 2002).  

En perros infectados pero clínicamente sanos se ha demostrado 

mediante qPCR una elevada carga parasitaria en piel, lo que resalta el papel 

que juegan estos perros como reservorios de Lcan. Este hecho podría 

explicar las elevadas tasas de transmisión en regiones urbanas endémicas, ya 

que los flebotomos se infectan a través de picaduras en la piel (Leite et al., 

2010; de Almeida Ferreira et al., 2012). 

En el estudio llevado a cabo por Martínez et al. (2011) el valor 

predictivo positivo de la qPCR fue mayor que el de la serología por ELISA 

(67,8% frente a un 50%), es decir, la mayoría de los perros que resultaron 

positivos mediante qPCR se clasificaron como enfermos de Lcan.  

En nuestro estudio experimental (publicación 4.1.) la carga 

parasitaria varió mucho entre los animales y entre los diferentes tejidos 

analizados. La MO resultó ser el órgano con mayor concentración de 

parásitos y el que permitió  un diagnóstico de la infección más temprano que 

la sangre mediante qPCR, de manera que seis perros ya fueron positivos el 

D90, y los dos perros restantes (nº 5 y 8) lo fueron un mes después, siendo 
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además estos perros los que presentaron las cargas más bajas el D120 (18,9 

y 90,7 parásitos/ml, respectivamente). El D90, tan sólo los perros nº 2 y 7 

resultaron positivos en sangre. Estos resultados muestran una detección más 

temprana, tanto en MO como en sangre, en relación con el estudio llevado a 

cabo por Maia et al. (2010), en el que el D90 ningún perro fue positivo en 

sangre mediante qPCR y tan sólo dos lo fueron en MO. 

En MO se observó una elevación en la carga parasitaria el día 270 p.i. 

en los perros nº 1 (4.800.000 parásitos/ml), 4 (139.500 parásitos/ml), 5 

(9.870 parásitos/ml) y 8 (580 parásitos/ml), mientras que en sangre se 

observó esta elevación el día 360 p.i. Cabe destacar que en el perro nº 8 no 

se detectó ADN de L. infantum en sangre en ningún momento a lo largo del 

año de seguimiento, mientras que en MO sí resultó positivo, aunque con una 

baja carga, en comparación con el resto de los animales infectados. Este 

hecho podría deberse a que la MO, donde se produce la invasión y 

multiplicación de los parásitos, actúa como un órgano diana, mientras que la 

sangre actuaría como un medio de transporte, en lugar de un órgano de 

reserva (Quaresma et al., 2009) y, por tanto, se obtendrán resultados 

positivos en sangre durante la infección de forma no consistente (Strauss-

Ayali et al., 2004). Además, la sangre puede contener una serie de 

inhibidores de la PCR que pueden afectar a la sensibilidad de esta técnica 

(Fisa et al., 2001; Lachaud et al., 2002a; Reithinger et al., 2002b). Estos 

resultados concuerdan con los obtenidos en otros estudios, en los que se 

obtiene mayor sensibilidad en MO que en sangre periférica (Francino et al., 

2006; Rodríguez-Cortés et al., 2007; Quaresma et al., 2009;                                                                                                                                                                                                                                      

Maia et al., 2010; Martínez et al., 2011).  

Sin embargo, en la infección experimental de similares condiciones 

llevada a cabo por Rodríguez-Cortés et al. (2007) en seis perros, cinco 

animales resultaron positivos en sangre mediante PCR a los 4 meses p.i. y el 
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animal restante 3 meses después, siendo la media de la parasitemia a lo 

largo del año de seguimiento de 463 parásitos/ml (rango: 7-12800). 

Observaron una primera elevación de parasitemia a los 6 meses p.i. y una 

segunda elevación menor a los 10-11 meses p.i. en 3 animales. En MO hubo 

2 animales que siempre fueron negativos mediante PCR, aunque los otros 4 

mostraron una carga parasitaria entre 100 y 5000 veces superior a la 

encontrada en sangre (4135690 parásitos/ml a los 6 meses p.i. en un animal). 

5.1.2.2. Valoración de las muestras no invasivas 

Si bien varios estudios muestran que se obtienen mejores resultados 

en las muestras de MO, LN y piel, tanto en perros enfermos como en 

aquellos con infección subclínica (Mimori et al., 2002; Manna et al., 2004; 

Maia y Campino, 2008; Miró et al., 2008; Quaresma et al., 2009), no existe 

aún un acuerdo sobre cuál debería ser la muestra estándar (Manna et al., 

2004; Lombardo et al., 2012; Almeida et al., 2013). 

Aunque previamente ya se había demostrado la presencia de ADN de 

L. infantum en la orina de perros con infección natural (Franceschi et al., 

2007; Solano-Gallego et al., 2007; Manna et al., 2008a), en nuestro estudio 

se cuantifica por primera vez la carga parasitaria en perros infectados 

experimentalmente a lo largo de un año.  

En nuestro estudio a los cuatro meses p.i. ningún animal resultó 

positivo a la PCR, y un año p.i. encontramos en seis animales una baja carga 

de ADN (media: 1,46 promastigotes/ml), siendo mucho menor a la 

cuantificada por Solano-Gallego et al. (2007) y Manna et al. (2008a), en 

cuyos estudios contaban con un 17 y un 30% de perros con una marcada 

insuficiencia renal. En el nuestro, ningún animal mostró alteraciones 

clínicopatológicas compatibles con insuficiencia renal, ni ratio UPC˃1. Por 

tanto, nuestros resultados confirman que la orina no sería la muestra de 
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elección para diagnosticar Lcan, especialmente en perros sin afección renal. 

Al igual que en los estudios anteriormente citados (Solano-Gallego et al., 

2007; Manna et al., 2008a), observamos una menor sensibilidad de la orina 

respecto a la MO y sangre. 

Los amastigotes localizados en el interior de macrófagos pueden 

alcanzar la mucosa mediante ruta linfática y/o hemática (Reithinger et al., 

2002a). Teniendo en cuenta que en la mucosa tiene lugar una gran 

proliferación celular y constantemente se generan células exfoliativas, la 

colección de estos tejidos mediante hisopos de manera no invasiva supone 

una fuente de material biológico donde buscar y cuantificar L. infantum. En 

nuestro estudio encontramos una mayor carga parasitaria en la mucosa 

vulvar, seguida de la oral y conjuntival.  

La utilidad del hisopo de mucosa oral en el diagnóstico de la Lcan en 

infecciones naturales mediante cPCR y qPCR se ha estudiado recientemente 

en varios trabajos, obteniendo resultados variables. En Europa, la 

sensibilidad obtenida mediante qPCR sobre HO es baja. En el estudio llevado 

a cabo por Lombardo et al. (2012) en Italia con perros seropositivos, tan sólo 

el 8,7% resultaron positivos en los HO, y dos años más tarde estos mismos 

autores obtuvieron únicamente un HO positivo de ocho analizados en perros 

con dermatitis papular de Italia por L. infantum (Lombardo et al., 2014). De 

manera similar, Solano-Gallego et al. (2013) detectaron a partir de HO un 

15% de perros con leishmaniosis clínica en Chipre, y un 0% en perros 

clínicamente sanos. Por el contrario, Ferreira et al. (2013) demostraron en 

Brasil un elevado potencial diagnóstico del HO, resultando el 79% de los 

perros positivos mediante cPCR, equivalente a la MO. Además, en este 

último estudio obtuvieron una mayor sensibilidad al combinar diferentes 

muestras obtenidas mediante hisopo (HO + hisopo nasal: 93%; HO + HC: 

86%). Las diferencias encontradas entre estos estudios de Europa y Brasil 
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podrían explicarse por la existencia de especies diferentes de Leishmania 

entre Europa (L. infantum) y Brasil (L. braziliensis) y por la inclusión de perros 

enfermos con lesiones en la mucosa oral (úlceras, nódulos e 

hiperpigmentación) del estudio realizado en Brasil (Ferreira et al., 2013). 

A día de hoy no hemos encontrado ninguna publicación describiendo 

la utilidad de los HO en la Lcan experimental. Seis de los ocho perros de 

nuestro estudio ya fueron positivos el día 120 p.i., mostrando una mayor 

sensibilidad que la obtenida con sangre, orina y mucosa conjuntival, y un año 

p.i. todos resultaron positivos, observándose además un aumento de la carga 

parasitaria, alcanzando los 1060 parásitos/ml en el perro nº 4. Esta carga fue 

superior a la obtenida por Lobardo et al. (2012), que describen una media de 

7 parásitos/ml (intervalo: 2-200), siendo igual a la carga media en sangre 

para dicho estudio. En cambio, en nuestro estudio, la sangre presentó una 

carga muy superior a la del HO. La presencia de ADN de Leishmania en los 

HO descrita sugiere que amastigotes potencialmente viables podrían ser 

transmitidos a otros hospedadores susceptibles mediante la mordedura o el 

lamido de perros infectados. No obstante, esta vía de transmisión no ha sido 

probada (Solano-Gallego et al., 2011) y son necesarios más estudios para 

confirmar esta hipótesis.   

Por otra parte, en nuestro estudio se demuestra, por primera vez, la 

presencia de ADN de Leishmania en hisopos de mucosa vulvar en perros. 

Previamente ya se había descrito mediante cortes histológicos la presencia 

de amastigotes de Leishmania en el interior de macrófagos en la vulva de 

hembras con Lcan (Silva et al., 2008). Como ya se mencionado 

anteriormente, han sido confirmados otros mecanismos de transmisión de la 

Lcan en ausencia del vector: a través de donaciones de sangre (Owens et al., 

2001; de Freitas et al., 2006), placenta (transmisión vertical) (Rosypal et al., 

2005b;  da  Silva et  al., 2009)  y  sexual  (transmisión  venérea)  (Silva  et  al., 
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2009). A lo largo del año p.i. ningún animal presentó lesiones en la mucosa 

vulvar, aunque sí encontramos en este tejido una carga parasitaria superior a 

la de la conjuntiva, mucosa oral y orina, con una elevada sensibilidad, 

resultando todos los animales menos el animal nº 8 positivos el día 120 p.i. 

Este hecho pone de manifiesto la importancia que pueden jugar las hembras 

infectadas en la transmisión venérea, así como la utilidad de este tejido en el 

diagnóstico de la Lcan. 

Hasta el momento, la muestra no invasiva con mejores resultados de 

sensibilidad (92%) y especificidad (100%) en el diagnóstico de la Lcan parece 

ser el HC, incluso en perros infectados clínicamente sanos (Strauss-Ayali et 

al., 2004; Pilatti et al., 2009; Leite et al., 2010). Se han observado cargas 

parasitarias similares en el aspirado de MO (de Almeida Ferreira et al., 2012; 

2013) con una sensibilidad comparable a la del LN (Lombardo et al., 2012).  

En un estudio reciente, el 44,4% (4/9) de los perros con dermatitis 

papular por L. infantum resultaron positivos mediante qPCR de HC 

(Lombardo et al., 2014), mientras que tan sólo el 5,8% (1/17) resultó positivo 

en LN y ninguno en sangre. Esto sugiere que la infección en algunos perros 

puede no estar limitada al lugar de inoculación, incluso en perros con formas 

cutáneas de infección localizada como la papular, pudiendo, por tanto, 

detectarse la infección en otras localizaciones. 

De acuerdo con nuestro estudio, se obtuvo una elevada sensibilidad 

el día 360 p.i. resultando todos los animales positivos, aunque con una carga 

más baja respecto a los hisopos de mucosa oral y vulvar. La baja carga 

parasitaria en conjuntiva también ha sido descrita previamente (Lombardo et 

al., 2012; Ferreira et al., 2013), siendo probable que los amastigotes alcancen 

el epitelio conjuntival y permanezcan allí a través de un bajo número de 

macrófagos infiltrados (Strauss-Ayali et al., 2004). Varios autores han 
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descrito que con el análisis conjunto de ambos ojos se obtiene una mayor 

frecuencia de resultados positivos que utilizando sólo uno (Ferreira et al., 

2013; Ferreira et al., 2008; Pilatti et al., 2009; Lombardo et al., 2012), aunque 

no se hayan encontrado diferencias estadísticamente significativas entre 

ambos ojos por separado. Por tanto, el empleo de un solo hisopo conjuntival 

es suficiente, como se ha confirmado en nuestro estudio, para detectar y 

cuantificar la presencia de L. infantum, y podría considerarse útil en el 

diagnóstico a gran escala de Lcan en poblaciones de perros mediante PCR (de 

Almeida Ferreira et al., 2012).  

La presencia de ADN de Leishmania en la mucosa conjuntival se 

detectó más tarde que en el resto de tejidos analizados, siendo seis animales 

negativos a los cuatro meses p.i. Estos resultados concuerdan con los 

obtenidos por Gramiccia et al. (2010) en un estudio longitudinal para 

detectar la infección por Leishmania en perros de una zona endémica y en el 

cual la nPCR de HC resultó no ser eficaz para la detección precoz de la 

infección. Sin embargo, sí observaron que tras unos meses un elevado 

número de perros se volvieron positivos mediante esta técnica, incluso sin 

presentar seroconversión. Por el contrario, en el estudio llevado a cabo por 

Strauss-Ayali et al. (2004) en seis perros de raza Beagle infectados 

experimentalmente con L. infantum, cinco perros resultaron positivos por 

cPCR en hisopo de al menos una conjuntiva a los 45 días p.i., previamente a 

la seroconversión, y el día 75 p.i. los seis perros fueron positivos en, al 

menos, una conjuntiva. Estas diferencias podrían deberse a varias causas: 1) 

la infección experimental se llevó a cabo inoculando amastigotes por vía i.v., 

2) realizaron la extracción de ADN  con fenol-cloroformo, técnica que en 

algunos estudios ha mostrado tener mayor eficacia que otros métodos 

(Ferreira et al., 2008) o 3) porque valoraron hisopos de ambas conjuntivas en 

lugar de sólo una.  
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Cada vez son más numerosos los estudios que detectan la presencia 

de ADN de L. infantum en muestras obtenidas mediante procedimientos no 

invasivos, y más recientemente cuantifican la carga parasitaria en dichas 

muestras. Mientras que la gran mayoría se centran en infecciones naturales, 

nuestro estudio se basó en animales infectados experimentalmente, lo que 

nos ha permitido seguir la evolución de la carga parasitaria en los tejidos 

analizados, desde el principio de la infección y a lo largo de un año completo. 

Además, hemos demostrado la elevada carga de L. infantum en la mucosa 

vulvar de animales infectados experimentalmente, lo que pone de manifiesto 

la importancia de realizar futuros estudios en perros con infección natural.  

5.1.  Alternativas terapéuticas en la leishmaniosis canina 

Hasta el momento, ninguno de los tratamientos empleados frente a 

la Lcan induce una curación parasitológica permanente, ya que en la mayoría 

de los casos parte de los parásitos permanecen en los órganos 

hematopoyéticos pudiendo reactivarse una infección clínica (Baneth y Shaw, 

2002; Martínez et al., 2011), incluso cuando los perros tratados presentan 

una buena respuesta clínica inicial pueden sucederse las recidivas (Moreira 

et al., 2007). Algunos autores opinan que es muy difícil que perros que viven 

en zonas endémicas de Lcan logren una curación parasitológica tras el 

tratamiento, debido a las frecuentes reinfecciones (Moreno y Alvar, 2002; 

Baneth y Aroch, 2008; Miró et al., 2008). 

La comparación de los diversos estudios de eficacia terapéutica que 

existen en la literatura es una tarea muy compleja, por la falta de similitud 

entre los métodos empleados (Oliva et al., 2010). Otros inconvenientes 

hallados en el análisis de los diferentes estudios son:  

1) Carencia de estudios ciegos y grupos control 
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2) Número reducido de perros incluidos en los estudios 

3) La diversidad de formas clínicas de los perros antes de iniciar el 

tratamiento 

4) La falta de estandarización de los métodos diagnósticos, no 

existiendo aún un consenso para evaluar la eficacia clínica y 

parasitológica 

5) Periodos de seguimiento post-tratamiento insuficientes, siendo 

muy pocos los estudios que superan el año de duración  

6) Gran diversidad de posologías y principios activos 

La tendencia actual a la hora de valorar la eficacia clínica de un 

tratamiento es hacer una valoración objetiva y fiable de la situación clínica 

de los pacientes mediante una puntuación clínica (Miró et al., 2009; 

Athanasiou et al., 2013; Manna et al., 2015). En cuanto a la eficacia 

parasitológica, la gran mayoría de los autores utilizan la detección y/o 

cuantificación de la carga parasitaria de Leishmania en órganos diana, como 

la MO, LN y bazo, mediante qPCR (Francino et al., 2006; da Silva et al., 2012; 

Manna et al., 2015). 

Resulta muy difícil comparar la eficacia terapéutica de los distintos 

estudios cuando ésta se basa en el aclaramiento parasitológico, debido a la 

variación de los métodos diagnósticos (cultivo en medio específico, citología, 

CPCR, qPCR…), el tipo de muestra (aspirado de MO, de bazo, LN, sangre…) y 

el momento de recogida de dichas muestras.  

Otro hecho a tener en cuenta a la hora de valorar la eficacia del 

tratamiento es que influyen muchos otros factores, como la respuesta 

individual del paciente, la virulencia del aislado o la existencia de 

enfermedades concomitantes (enfermedades infecciosas, neoplasias, 

enfermedades autoinmunes, endocrinopatías, etc) (Miró, 2006). Diversos 
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estudios han demostrado que la coinfección de Leishmania con otros 

patógenos es frecuente, especialmente las enfermedades vectoriales 

bacterianas o parasitarias, como las transmitidas por garrapatas: babesiosis, 

hepatozoonosis, ehrlichiosis (Mekuzas et al., 2009; Andrade et al., 2014); 

dirofilariosis (De Tommasi et al., 2013), pero también las dermatosis 

parasitarias, como la sarna sarcóptica y la demodicosis (Mozos et al., 1999). 

Estas infecciones concomitantes pueden alterar sensiblemente los resultados 

obtenidos, haciendo que la respuesta al tratamiento no sea la esperada.  

5.2.1. Eficacia terapéutica de la anfotericina B poliagregada (FPA) 

La mayoría de los principios activos frente a la Lcan producen una 

mejoría clínica tras el tratamiento e incluso, en algunos casos, una remisión 

completa de los signos clínicos (Ikeda-Garcia et al., 2007; Pasa et al., 2005; 

Rougier et al., 2012; Manna et al., 2015). 

El uso de AmB para el tratamiento de la leishmaniosis en el perro 

conlleva algunos inconvenientes: constituye la primera línea de tratamiento 

en su forma liposomal para la LV humana en varios países, su vía de 

administración i.v., su elevado coste y los efectos adversos asociados. Sin 

embargo, el estudio de la AmB en esta Tesis doctoral se justifica por su baja 

tasa de resistencias descrita en la literatura (Shakya et al., 2011), la elevada 

eficacia observada previamente y, sobre todo, por el empleo de una 

novedosa formulación poliagregada con menos efectos adversos y bajo coste 

(Brunete et al., 2004; Espada et al., 2008a; 2008b; Sánchez- Serrano et al., 

2013), y su posible futura aplicación en el tratamiento de la LV humana.  
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5.2.1.1. Valoración de los animales antes del tratamiento 

Al inicio del tratamiento con FPA (publicación 4.2.), los ocho perros 

se encontraban clasificados dentro del estadio II de las guías de Leishvet. La 

puntuación clínica obtenida mediante un sistema categorizado de signos 

clínicos fue el día de comienzo del tratamiento de 16,5 ± 7,6 (media ± DE), 

hasta un máximo posible de 52 puntos. 

5.2.1.2. Eficacia clínica 

Todos los signos clínicos observados durante el examen físico llevado 

a cabo mensualmente fueron anotados en el formulario de seguimiento 

clínico, y se calculó con ellos el porcentaje de reducción de las puntuaciones 

clínicas a lo largo del tiempo (Tabla X).  

Nuestros resultados muestran que el tratamiento con FPA no 

consiguió reducir las puntuaciones clínicas en la mayoría de los perros 

tratados, sino que, al contrario, la mitad de ellos experimentó un 

empeoramiento de la condición clínica, especialmente de la piel, al final del 

periodo de seguimiento. Estos resultados son muy diferentes a los obtenidos 

en ensayos previos con emulsiones lipídicas de AmB, en los que consiguieron 

una curación clínica de todos los perros al cabo de varios meses (Moreno et 

al., 1999; Lamothe, 2001; Cortadellas, 2003). No obstante, tanto por la 

formulación de la molécula empleada como por la metodología, estos 

estudios no son fácilmente comparables.  
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Tabla X. Porcentajes de reducción en la puntuación clínica a lo largo del tiempo 
(T1-PT6).  

Perro PR PT1-T1 PR PT2-T1 PR PT3-T1 PR PT4-T1 PR PT5-T1 PR PT6-T1 

1 33,33 38,89 5,56 -11,11 -27,78 SD 

2 3,70 -3,70 14,81 22,22 22,22 22,22 

3 0,00 -26,09 -39,13 -47,83 -30,43 -13,04 

4 -22,22 -11,11 0,00 5,56 16,67 5,56 

5 0,00 0,00 83,33 -50,00 -133,33 -116,67 

6 -9,09 -27,27 72,73 9,09 -9,09 0,00 

7 0,00 13,04 21,74 30,43 69,57 65,22 

8 38,46 61,54 61,54 69,23 69,23 61,54 

Media 5,52 5,66 27,57 3,45 -2,87 3,55 

DE 20,48 31,11 41,74 39,90 65,35 60,91 

Máx 38,46 61,54 83,33 69,23 69,57 65,22 

Mín -22,22 -27,27 -39,13 -50,00 -133,33 -116,67 

PR: Porcentaje de reducción; SD: Sin determinar, debido al fallecimiento del perro nº 
1; DE: Desviación estándar; Máx: Valor máximo (se corresponde con el perro con 
mayor puntuación clínica); Mín: Valor mínimo (se corresponde con el perro con 
menor puntuación clínica). Los valores en verde indican una evolución favorable 
entre el final del periodo de seguimiento y el comienzo del tratamiento. Los valores 
en rojo indican una evolución desfavorable. 

En el intervalo de dos semanas existente entre la primera y segunda 

dosis de tratamiento (T1 y T2) se produjo un ligero incremento de la 

puntuación clínica en siete animales, correspondiente a la aparición de 

cansancio y astenia en el perro nº 2, polidipsia en el nº 7, y a la pérdida de 

peso ligera en seis animales. Este incremento fue más notable en el perro nº 

8, en el cual se pudo observar astenia, cansancio, polidipsia, pérdida de 

apetito y de peso en los 14 días posteriores al tratamiento. En el resto de 

perros no hubo ninguna mejoría clínica, por el contrario, en los perros nº 1, 3 
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y 5 se observa un aumento progresivo de la puntuación clínica total hasta el 

final del estudio. 

Cabe destacar la evolución favorable ocurrida en el perro nº 8, en el 

cual tras las reacciones adversas sufridas durante la segunda administración 

de FPA, disminuyeron los signos clínicos, con una drástica reducción a partir 

del día PT1, de manera que al final del estudio los únicos signos presentes 

fueron linfadenomegalia y esplenomegalia. Igualmente, el animal nº 7 

desarrolló una respuesta clínica muy favorable a partir del quinto mes post-

tratamiento, desapareciendo la atrofia muscular y disminuyendo las lesiones 

cutáneas. Ambos perros alcanzaron una reducción de la puntuación clínica 

del 69,6 y 69,2%, respectivamente, al final del estudio. 

Como ya se ha descrito previamente por Lamothe (2001), la 

toxicidad asociada a la AmB puede provocar la muerte de los perros con 

cuadros más graves de leishmaniosis, al igual que ocurrió con el perro nº 1 

de nuestro estudio.  

Al contrario de lo observado por otros autores (Oliva et al., 1995; 

Bekersky et al., 1999; Cortadellas, 2003; Lamothe, 2001), en nuestro trabajo 

los valores de urea y creatinina séricos permanecieron estables a lo largo de 

todo el estudio. Sin embargo, cinco animales de ocho desarrollaron 

proteinuria (como demostró el aumento de UPC en el urianálisis) tras el 

tratamiento. Dicha proteinuria podría estar causada por el daño glomerular 

producido por el depósito de IC por la propia leishmaniosis, o bien ser causa 

del efecto nefrotóxico de la AmB, principalmente por vasoconstricción y 

reducción de la tasa de filtración glomerular (Cortadellas, 2003; Laniado-

Laborín y Cabrales-Vargas, 2009). Por tanto, es imprescindible monitorizar la 

función renal antes, durante y después del tratamiento con AmB, ya que la 

proteinuria es un importante factor de riesgo para el desarrollo y progresión 
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de enfermedad renal, siendo ésta la complicación más grave de la Lcan, y por 

tanto, asocida a un peor pronóstico en la Lcan (Jacob et al., 2005; Pierantozzi 

et al., 2013). De hecho, animales en estadio I y II de IRIS, en los que no se 

reduce la proteinuria tras el tratamiento tienen peor pronóstico que aquellos 

perros en un estadio similar pero con una proteinuria inicial más elevada que 

disminuye progresivamente tras el tratamiento (Roura et al., 2013). 

La proteinuria presente en los perros nº 1 y 3 (UPC =0,97 Y 0,66, 

respectivamente) antes del tratamiento no solo no se redujo tras el 

tratamiento con FPA, sino que se vio incrementada a lo largo del periodo 

post-tratamiento (perro nº 1: UPC = 3,17 en PT3 y perro nº 3: UPC = 0,76). 

Asimismo, los perros nº 4, 5, 6 y 7 pasaron de no ser proteinúricos a 

desarrollar una proteinuria leve, con valores en PT6 de 1,1, 0,51, 0,65 y 0,62, 

respectivamente. Este aumento de proteinuria post-tratamiento también se 

ha observado, pero un número muy inferior de animales (4 de 53 perros), 

tras el tratamiento con antimoniales pentavalentes y alopurinol (Pierantozzi 

et al., 2013). Por tanto, y a la vista de estos resultados, la FPA tan solo 

debería administrarse a perros sin alteraciones en el perfil bioquímico renal. 

En cuanto al resto de alteraciones clínicopatológicas asociadas a la 

leishmaniosis, la hipoalbuminemia e hipergammaglobulinemia estuvieron 

presentes en todos los perros al comienzo del tratamiento, y persistieron 

tras el tratamiento con FPA. Esto mismo se ha observado tras la terapia con 

antimoniales pentavalentes y alopurinol  (Martínez-Subiela et al., 2003). En 

cambio, en el tercer ensayo de esta tesis, con OlPC (Hernández et al., 2013), 

se consiguió una mejoría de estos parámetros, al igual que con la miltefosina 

(Miró et al., 2009; Woerly et al., 2009). Según Amusátegui et al. (1998), 

cuando la hipoalbuminemia es muy marcada puede persistir incluso en casos 

de buena respuesta al tratamiento. Además, el tiempo p.t. transcurrido antes 

de conseguir una normalización de la ratio A/G depende del valor inicial, de 
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forma que cuanto menor es el valor antes del inicio de la terapia, será 

necesario más tiempo para normalizar este parámetro.  

La utilidad de la serología para valorar la eficacia terapéutica en la 

Lcan es controvertida. Mientras que algunos autores consideran que la 

respuesta inmune humoral no juega un papel útil en el control de la 

enfermedad, y por tanto, los títulos de anticuerpos anti-Leishmania no 

poseen un valor pronóstico (Ferrer et al., 1995; Rougier et al., 2012), otros 

consideran que la serología cuantitativa (IFI, ELISA) debería formar siempre 

parte del seguimiento post-tratamiento, transcurridos 4-6 meses del inicio 

del tratamiento (Oliva et al., 2010; Martínez et al., 2011; Miró et al., 2011). 

Asimismo, algunos autores describen una asociación entre una reducción 

lenta y progresiva del título de anticuerpos y una buena respuesta clínica al 

tratamiento (Valladares et al., 1998; Riera et al., 1999; Torres et al., 2011). En 

nuestro estudio, también se produjo una reducción significativa en los 

niveles de anticuerpos a los seis meses p.t. en seis perros, pero en cambio, 

dicha reducción no fue acompañada de un disminución de la puntuación 

clínica, no hallándose, por tanto, una asociación significativa entre título de 

anticuerpos mediante IFI y la condición clínica. La mayor reducción del nivel 

de anticuerpos se produjo en el perro nº 8, desde 1/3200 hasta el punto de 

corte, 1/100. Esta reducción en el caso de este perro, probablemente se 

pudo asociar a una buena respuesta inmunitaria Th1 y a una baja carga 

parasitaria, como demostraron los resultados de la qPCR a lo largo del 

estudio en todas las muestras analizadas.  

5.2.1.3. Eficacia parasitológica de FPA 

En la mayoría de los estudios publicados sobre la Lcan, un elevado 

porcentaje de perros continúan siendo positivos en el diagnóstico 

parasitológico tras el tratamiento, aunque se demuestre una mejoría clínica. 
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La detección de ADN del kinetoplasto de amastigotes de Leishmania 

(kADN) mediante PCR está considerada la técnica más sensible para el 

diagnóstico parasitológico de la infección en los tejidos (Maia y Campino, 

2008; Miró et al., 2008; Maia et al., 2009). 

La sensibilidad de la técnica de qPCR empleada en este estudio fue 

de 0,001 parásitos/reacción de PCR, permitiendo discriminar entre 1 

parásito/ml de muestra hasta más de 107 parásitos/ml de muestra (Francino 

et al., 2006). 

Al igual que ocurrió en el primer ensayo de esta tesis, la carga 

parasitaria varió notablemente entre los diferentes tejidos y animales, 

mostrando la MO mayores concentraciones de ADN del parásito que la 

sangre periférica, como se ha demostrado previamente (Francino et al., 

2006; Quaresma et al., 2009; Martínez et al., 2011). La terapia con FPA no 

fue capaz de reducir la carga parasitaria en MO, e incluso un mes post-

tratamiento en algunos animales se observó un incremento de la misma en 

este tejido. Una posible explicación sería la incapacidad de FPA de alcanzar la 

MO, o bien podría ser debido a la carga parasitaria excesivamente elevada 

presente en todos los animales antes del comienzo del tratamiento. Por el 

contrario, en sangre sí se observó una reducción en la carga parasitaria tan 

pronto como un mes post-tratamiento y al final del periodo de seguimiento, 

lo que podría sugerir que los animales serían menos infectantes para los 

flebotomos.  

Una alternativa futura para confirmar estos resultados sería iniciar el 

tratamiento antes de que las cargas parasitarias sean tan elevadas.  

La orina no resultó ser una buena muestra para cuantificar los 

parásitos, como se ha descrito por otros autores (Franceschi et al., 2007; 

Solano-Gallego et al., 2007; Manna et al., 2008a),  ya que la carga presente 
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fue baja desde antes de empezar el tratamiento, y por tanto, no sería una 

buena muestra donde valorar la eficacia leishmanicida de un tratamiento.  

5.2.1.4. Tolerancia y seguridad de FPA 

La mayoría de los compuestos empleados en el tratamiento de la 

Lcan pueden ser tóxicos y producir efectos adversos, en mayor o menor 

medida. 

En el caso de la la administración i.v. de AmB, los principales efectos 

adversos descritos incluyen nefrotoxicidad y reacciones adversas 

relacionadas con la perfusión endovenosa (flebitis, dolor, etc.). La aparición 

de estos efectos adversos es una de las principales limitaciones de la terapia 

de Lcan con AmB, y especialmente con Fungizona (forma no liposomal).  

La toxicidad aguda que aparece durante o tras la administración i.v. 

del fármaco se asocia a  la producción de citoquinas proinflamatorias. Entre 

los efectos adversos agudos más comunes destacan: fiebre, escalofríos y 

rigidez, anorexia, náuseas, vómitos, diarrea, dolor en el lugar de la inyección 

con o sin flebitis, anemia, elevación de los niveles séricos de urea y 

creatinina, estomatitis, ictericia, fiebre, temblores y parada cardiaca, etc. 

(Bekersky et al., 1999; Berman et al., 1992; Laniado-Laborín y Cabrales-

Vargas, 2009; Serrano et al., 2013; Miró, 2014). Algunos de estos efectos 

adversos se pueden mitigar con la administración de analgésicos, heparina, 

antihistamínicos y/o antieméticos.  

Los efectos adversos más graves en perros se han descrito con la 

administración i.v. de AmB deoxicolato, ocasionando la muerte de todos los 

perros de raza Beagle a los que se trató con una dosis de 1 mg/kg en días 

alternos (Bekersky et al., 1999). En el mismo estudio, la administración diaria 
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i.v. de Ambisome (4 mg/kg) ocasionó una nefrotoxicidad moderada, 

incluyendo azotemia renal y nefrosis, pero no la muerte en ningún animal.  

El principal efecto adverso que produce la AmB es la nefrotoxicidad, 

por una serie de mecanismos, lo que limita su uso en perros con 

leishmaniosis (Laniado-Laborín y Cabrales-Vargas, 2009). Sin embargo, a 

pesar de haberse descrito entre las manifestaciones clínicas de dicha 

nefrotoxicidad el aumento de urea y creatinina séricas, así como 

hipokalemia, en la segunda publicación de esta tesis, no se observaron 

variaciones del perfil renal a lo largo del tratamiento ni durante los 6 meses 

posteriores. No obstante, cuatro perros que antes del tratamiento 

presentaban valores de UPC fisiológicos, desarrollaron proteinuria (con 

valores del UPC ˃ 0,5) al final del periodo de seguimiento. Este hecho puede 

atribuirse a la glomerulonefritis causada por la propia Leishmania, o bien a 

un agravamiento de dicha afección glomerular por la AmB.  

La nefrotoxicidad ocasionada en los perros se ha atribuido a diversos 

mecanismos. Algunos estudios sugieren que esta toxicidad se debe a una 

mayor retroalimentación túbuloglomerular. La retroalimentación 

túbuloglomerular es un mecanismo normal del riñón por el que el aumento 

de la llegada de solutos al túbulo distal resulta en una vasoconstricción 

arteriolar aferente. La AmB posiblemente causa dicha vasoconstricción por 

su efecto sobre las membranas plasmáticas, incrementando la distribución 

de iones monovalentes en el túbulo distal (Laniado-Laborín y Cabrales-

Vargas, 2009).  

A pesar de los intentos por reducir los efectos adversos asociados a 

la AmB mediante el desarrollo de formulaciones menos tóxicas y con 

resultados prometedores en el modelo murino, el tratamiento con FPA 

administrado al modelo canino de esta tesis, continúa produciendo efectos 
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adversos descritos en numerosas ocasiones con otras formulaciones de AmB 

y con la propia FPA (Serrano et al., 2013). Los efectos adversos observados 

en nuestro modelo experimental incluyeron fiebre y anorexia, descritos en la 

bibliografía como los signos más comunes asociados al tratamiento con 

Ambisome y otras formulaciones liposomadas, seguidas de hipotensión, 

astenia y alteraciones gastrointestinales, como diarrea y dolor abdominal. 

El perro nº 8 tras recibir la segunda dosis de FPA experimentó una 

diarrea profusa, debilidad, hipotensión, edema periorbital y fiebre (40,1˚C), 

siendo necesario instaurar un tratamiento sintomático con fluidoterapia 

intravenosa, ranitidina (Zantac) metilpredinosolona (Urbasón) y dieta 

especial para trastornos gastrointestinales (i/d, Hills). Por razones éticas 

tras esta reacción anafiláctica al tratamiento, este animal no recibió la 

tercera dosis de FPA. 

El perro nº 1, a los cinco meses y medio de haber recibido la última 

dosis de FPA  y antes de concluir el estudio presentó postración, 

decaimiento, debilidad e ictericia. La analítica sanguínea reveló una anemia 

grave no regenerativa, trombocitopenia, neutrofilia, hipoalbuminemia y 

gammaglobulinemia, por lo que fue necesaria su hospitalización en el 

Hospital Veterinario de la Universidad Complutense (HCV) para instaurar una 

fluidoterapia intravenosa y un tratamiento complementario a base de  un 

complejo vitamínico B y C (Becozime C Forte, Bayer Hispania S.L.) y sulfato 

ferroso (Tardyferon, Pierre Fabre Iberica S.A.) con el fin de mejorar la 

anemia, y S-Adenosilmetionina (Denosyl, Bioiberica S.A.), como protector 

hepático. Por razones éticas, y debido al empeoramiento progresivo se 

procedió a la eutanasia del animal. El examen histopatológico reveló lesiones 

hepáticas con presencia de amastigotes intracitoplasmáticos de Leishmania, 

una bronconeumonía fibrinosa grave con presencia de numerosos 

neutrófilos rellenando las luces alveolares y entremezcladas con material 

228



 Discusión 

 

 
 

fibrinoso y neumocitos tipo II. La tinción de Gram mostró cocobacilos Gram 

negativos asociados a dichas lesiones. Se observó pericarditis y 

esplenomegalia con numerosos amastigotes de Leishmania en bazo y 

agrupaciones o clusters multifocales de células plasmáticas y fenómenos de 

hematopoyesis esplénica (extramedular), signo de posible anemia crónica 

con insuficiencia o aplasia medular. La inmunohistoquímica reveló la 

presencia de Leishmania spp., principalmente en bazo. Los hallazgos 

histológicos destacaron la existencia de lesiones de leishmaniosis visceral y 

una bronconeumonía asociada a infección por bacterias Gram negativas.  

Entre las causas del empeoramiento clínico de este animal 

destacaron una anemia no regenerativa, hepatitis, pericarditis, así como una 

grave infección pulmonar por Gram negativos, las cuales no fueron asociadas 

al tratamiento, sino a una leishmaniosis visceral y a una neumonía bacteriana 

secundaria. 

La falta de alteraciones clínicas y clínicopatológicas encontradas en 

los dos perros sanos a los que se les administró FPA, podría deberse a que 

tan sólo recibieron una dosis de FPA, o bien a que en animales sanos, sin 

Lcan ni otras alteraciones, la incidencia de reacciones adversas es menor con 

esta formulación. 

5.2.3. Nueva alternativa terapéutica: eficacia de la oleilfosfocolina (OlPC) 

Con el objeto de mejorar y facilitar el manejo actual de la Lcan, en la 

tercera publicación se investigó por primera vez la seguridad y eficacia de 

una terapia innovadora con OlPC en perros con infección natural por L. 

infantum.  

OlPC es una alquilfosfocolina biodisponible oralmente que está 

relacionada en cuanto a su estructura con la miltefosina (Fortin et al., 2012). 
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En estudios realizados en un moedelo experimental de L. infantum en 

criceto, OlPC demostró una eficacia mayor que la miltefosina para reducir la 

carga parasitaria de los órganos diana tras la administración oral tanto de 

una única dosis como de dosis múltiples (Fortin et al., 2012).  

Se seleccionó la dosis oral de 4 mg/kg/24 horas administrada por la 

vía oral durante 14 días consecutivos ya que los resultados de seguridad 

obtenidos en Beagles sanos indicaron previamente que con esta dosis no se 

producen efectos adversos, incluso tras una pauta de administración diaria 

de cuatro semanas (Fortin et al., datos no publicados). Sin embargo, para 

evitar la toxicidad asociada al tratamiento en perros clínicamente enfermos, 

se limitó la duración del presente estudio inicial a dos semanas.  

5.2.3.1. Valoración de los animales antes del tratamiento 

A todos los perros incluidos en el estudio se les diagnostícó 

leishmaniosis clínica. Basándonos en la clasificación clínica de Lcan propuesta 

recientemente por el grupo LeishVet, todos los perros fueron clasificados 

dentro del estadio II de leishmaniosis clínica, con excepción de los perros nº 

3 y 5, clasificados como estadio III. Estos dos perros presentaban azotemia y 

proteinuria previas a la administración del tratamiento, pero no un cuadro 

clínico grave, por lo que se consideró compatible con los criterios de 

inclusión. 

El D0, los animales mostraron una puntuación clínica media de 18,0 ± 

5,7 puntos (media ± DE), de un total de 74 puntos.  

5.2.3.2. Eficacia clínica de OlPC 

Todos los animales tratados tuvieron una buena respuesta al 

tratamiento en términos de mejoría clínica, y todos los signos clínicos 

propios de la Lcan mostraron una tendencia a disminuir, tanto en frecuencia 
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como en gravedad, incluyendo lesiones cutáneas, tales como dermatitis 

exfoliativa, formas ulcerativas, hiperqueratosis y alopecia, presentes en 

varios perros en el momento de la inclusión. Incluso dos perros 

experimentaron una remisión completa de los signos clínicos y siete 

aumentaron de peso. En otros estudios se han obtenido resultados de 

eficacia clínica similares con aminosidina (Athanasiou et al., 2013), la 

combinación de antimoniato de n-metilglucamina y alopurinol (Miró et al., 

2009; da Silva et al., 2012; Manna et al., 2015), miltefosina (Manna et al., 

2009b; Mateo et al., 2009; Manna et al., 2015) y AmB (Lamothe, 2001). 

Además, el peso corporal de la mayoría de los perros se incrementó durante 

el periodo de seguimiento, en correlación con la mejoría clínica observada. 

Además de un incremento significativo de la ratio A/G, no se 

observaron cambios significativos en otros parámetros hemáticos ni 

bioquímicos durante el periodo de seguimiento de tres meses, debido 

probablemente a que haría falta un periodo de tiempo mayor para apreciar 

más cambios. Al finalizar el periodo de seguimiento de tres meses, el 

tratamiento con OlPC consiguió normalizar los valores de urea y creatinina 

de los perros nº 3 y 5, en cambio, no consiguió revertir la proteinuria 

presente en dichos animales al comienzo del estudio. Por el contrario, tras el 

tratamiento con alopurinol (Plevraki et al., 2006) o bien, con la combinación 

de antimoniato de n-metilglucamina y alopurinol (Pierantozzi et al., 2013), se 

ha descrito una reducción en el nivel de proteinuria en perros con 

leishmaniosis. No obstante, en el estudio llevado a cabo por Pierantozzi et al. 

(2013), el 45,3% de los perros tratados (24/53) fueron proteinúricos antes y 

después del tratamiento, aunque con una reducción significativa del UPC. 

Hay estudios que demuestran que el grado de proteinuria no siempre está 

asociado con la gravedad de las lesiones renales o el tipo de 

glomerulonefritis presente (Plevraki et al., 2006).  
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Al contrario de lo ocurrido tras el tratamiento con FPA, los títulos de 

anticuerpos, detectados mediante la técnica de IFI, permanecieron estables, 

y ningún animal se volvió seronegativo al final del estudio. En cambio, la 

puntuación clínica total se redujo significativamente, no encontrándose por 

lo tanto correlación entre la mejoría clínica y los resultados de la serología. 

Estos resultados son similares a los publicados previamente sobre otros 

fármacos leishmanicidas, incluyendo la miltefosina, sugiriendo que la 

serología no es el parámetro adecuado para evaluar la recuperación y 

seguimiento en los perros tratados a corto plazo (Solano-Gallego et al., 

2001c; Pennisi et al., 2005a; Mateo et al., 2009; Miró et al., 2008). Debido a 

que el título de anticuerpos específicos anti- L. infantum disminuye 

únicamente tras un periodo de tiempo mayor a los tres meses de nuestro 

estudio, sería recomendable llevar a cabo un seguimiento más largo para 

poder valorar la cinética de anticuerpos a lo largo del tiempo.  

5.2.3.3. Eficacia parasitológica de OlPC 

A pesar de que la observación microscópica de extensiones teñidas 

de MO es una técnica rápida y ampliamente definida en las clínicas 

veterinarias para detección de amastigotes de Leishmania, se considera que 

tiene una sensibilidad baja, entre 60-75% (Alvar et al., 2004; Moreira et al., 

2007) y puede resultar difícil demostrar la presencia de parásitos en la 

muestra debido a su baja o moderada carga (Moreira et al., 2007; Baneth y 

Aroch, 2008). En nuestro estudio, todas las citologías de MO fueron 

analizadas por el mismo personal cualificado y especializado. El número de 

perros con citologías de MO positivas al final del ensayo fue de cuatro (de los 

seis que se obtuvo muestra el D90) y mientras que se obtuvo una 

sensibilidad similar a la del cultivo, ambas técnicas mostraron una 

sensibilidad menor en comparación con la de la nPCR. En este estudio, se 

identificó ADN de L. infantum en la MO y/o sangre de seis perros (de los siete 
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analizados) mediante nPCR al final del periodo de seguimiento, confirmando 

que con el tratamiento con OlPC a la dosis administrada no se consigue una 

curación parasitológica. Estos resultados son similares a los publicados en 

otros estudios que utilizan la PCR para valorar la eficacia parasitológica, 

como en el caso de la miltefosina (Manna et al., 2009b; Mateo et al., 2009) y 

los antimoniales (Francino et al., 2006; Manna et al., 2008b). 

La diana empleada en la nPCR fue el gen SSUrRNA, el cual permite 

amplificar todas las especies de Leishmania de manera específica sin obtener 

resultados falsos positivos. A pesar de haberse descrito una sensibilidad 

ligeramente inferior de los métodos que emplean esta diana molecular en 

comparación con los que emplean kADN (Cruz et al., 2013), Cruz et al. (2002) 

obtuvieron una sensibilidad del 100% en MO y 95,45% en sangre mediante 

nPCR empleando como diana el gen SSUrRNA con cebadores específicos. 

Además, la sensibilidad de esta nPCR se vio incrementada al analizar la curva 

de melting, ya que permite identificar los productos obtenidos y determinar 

si ha ocurrido una amplificación inespecífica, no siendo necesaria la 

electroforesis de los productos de PCR para su posterior identificación. 

Además de la nPCR, se empleó la qPCR para determinar de forma 

más precisa la eficacia leishmanicida de la OlPC en los tejidos mediante la 

cuantificación de la carga parasitaria residual el D90 y comparándola con el 

D0 (Francino et al., 2006; Solano-Gallego et al., 2007; Manna et al., 2008b). 

Esta técnica demostró que tras el tratamiento con OlPC se redujo la carga 

parasitaria media en las muestras de MO que habían resultado positivas por 

nPCR en más del 95%. La qPCR no detectó una cantidad significativa de 

parásitos en las muestras de sangre de los D0 y D90, lo que indica, como se 

ha explicado anteriormente, que la sangre no es tan sensible como las 

muestras de MO para cuantificar la carga parasitaria de Leishmania (Solano-

Gallego et al., 2007; Manna et al., 2008b; Maia et al., 2009).  
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La presencia de los parásitos residuales no produjo recaídas clínicas 

en ninguno de los perros durante los tres meses de seguimiento, aunque 

dicho periodo de tiempo se consideraría corto para poder valorarlo. A este 

respecto, Manna et al. (2008b) y Andrade et al. (2011) observaron un 

incremento progresivo en la carga parasitaria, especialmente tras los seis 

primeros meses post-tratamiento. 

5.2.3.1. Tolerancia y seguridad de OlPC 

En cuanto a la seguridad de este fármaco, tan sólo tres de los ocho 

perros tratados desarrollaron durante la primera semana de tratamiento 

trastornos gastrointestinales, como vómitos y diarrea, de curso autolimitante 

y leve, que no requirieron de ningún tratamiento complementario. Dichos 

efectos adversos fueron similares a los descritos con el uso de la miltefosina 

(Mateo et al., 2009; Woerly et al., 2009; Andrade et al., 2011). Sería 

interesante en el futuro valorar la combinación de OlPC junto con alopurinol, 

no sólo por su posible mayor eficacia, sino también porque la combinación 

con miltefosina no ha mostrado reacciones adversas en perros (Miró et al., 

2009). 
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PRIMERA. La detección de ADN de Leishmania infantum mediante PCR 

cuantitativa con muestras de médula ósea demostró una mayor sensibilidad 

que la obtenida con el resto de las muestras analizadas. En cuanto a las 

muestras no invasivas, la sensibilidad más elevada de la PCR cuantitativa fue 

la obtenida utilizando hisopos de mucosa vulvar seguido de mucosa oral, 

pudiendo considerarse una alternativa en el diagnóstico de la leishmaniosis 

canina. Por el contrario, la sensibilidad de esta técnica diagnóstica con 

muestras de orina fue muy baja, por lo que no parece una muestra adecuada 

para cuantificar la carga parasitaria.  

 

SEGUNDA. El tratamiento con anfotericina B en estado poliagregado (FPA) 

en perros con infección experimental por Leishmania infantum demostró 

una escasa eficacia clínica (tanto respecto a la mejoría de los signos clínicos 

como de las alteraciones clínicopatológicas), y una reducida eficacia 

leishmanicida evidenciada por la ausencia de reducción de la carga 

parasitaria obtenida mediante PCR cuantitativa en muestras de médula ósea.  

 

TERCERA. La administración endovenosa de FPA ocasionó efectos adversos 

graves de distinta consideración a lo largo de un periodo de seis meses de 

estudio en los perros tratados. La baja tolerancia de esta molécula no hace 

recomendable su uso en el tratamiento de la leishmaniosis canina. 
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CUARTA. El tratamiento con oleilfosfocolina en perros con infección natural 

por Leishmania infantum reveló una buena eficacia clínica (tanto respecto a 

la mejoría de los signos clínicos como de las alteraciones clínicopatológicas), 

y una moderada eficacia leishmanicida valorada por la reducción de la carga 

parasitaria en muestras de médula ósea. Además, la tolerancia de esta 

molécula puede considerarse buena a la vista de los efectos adversos leves 

ocasionados en los perros tratados a lo largo de un periodo de tres meses de 

estudio. 

 

Y  QUINTA. Aunque son necesarios nuevos estudios con un mayor número 

de animales, y durante un periodo de estudio más prolongado, los resultados 

preliminares sobre eficacia parasitológica, clínica, y tolerancia de la 

oleilfosfocolina hacen de esta molécula una prometedora alternativa en el 

tratamiento de perros con leishmaniosis clínica. 
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8. ANEXOS 

Anexo 1. Formulario clínico de seguimiento post-infección (Publicación 4.1). 

 

 

 

 

Animal (Registro Interno):                                          Nº Microchip : 

DÍAS POST-INFECCIÓN Día Día Día Día Día 
Fecha ..../..../.... ..../..../.... ..../..../.... ..../..../.... ..../..../.... 

Temperatura rectal (°C)      
Peso (kg)      

Muestras (S:sangre; MO:médula ósea; O:orina;      
Hi: hisopos de conjuntiva, mucosa oral y vulva) 

S  MO 
O    Hi 

 

S  MO 
O    Hi 

 

S  MO 
O    Hi 

 

S  MO 
O    Hi 

 

S  MO 
O    Hi 

 
Condición y 

órganos 
afectados 

Signos clínicos PUNTUACIÓN (rodear con un círculo el valor correcto) 

General 
Apetito 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 
Astenia 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 

Poliuria/Polidipsia 0     3 0     3 0     3 0     3 0     3 

Músculos 

Atrofia de músculos 
temporales 

0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 

Atrofia muscular 
generalizada 

0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 

Sistema inmune 
Adenopatías 0  1  2  3 0  1  2  3 0  1  2  3 0  1  2  3 0  1  2  3 

Esplenomegalia 0     3 0     3 0     3 0     3 0     3 

Ojos 
Conjuntivitis, blefaritis, 

queratitis 
0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 

Uveítis 0     3 0     3 0     3 0     3 0     3 

 
Mucosas 

 

Mucosas pálidas 0     2 0     2 0     2 0     2 0     2 
Epístaxis 0     3 0     3 0     3 0     3 0     3 

Lesiones orales 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 
Aparato 
digestivo 

Vómitos 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 
Diarrea 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 

Articulaciones Cojeras y/o dolor articular 0     3 0     3 0     3 0     3 0     3 

Piel 

Eritema 0     2 0     2 0     2 0     2 0     2 
Úlceras 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 

Alopecia 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 
Dermatitis seborréica 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 
Hiperqueratosis nasal 0     2 0     2 0     2 0     2 0     2 

Hiperqueratosis plantar 0     2 0     2 0     2 0     2 0     2 
Hiperqueratosis generalizada 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 

Onicogriposis 0     2 0     2 0     2 0     2 0     2 
PUNTUACIÓN TOTAL (  /52)      

293



Anexos 

 

 

Anexo 2. Puntuaciones clínicas basada en las alteraciones clinicopatológicas 
de perros infectados con L.infantum (Publicación 4.1). (Puntuación máxima 
total: 16).  

 

 

 

 

ALTERACIONES CLiNICOPATOLÓGICAS 0 1 2 

Hemograma 

Hematocrito/Hemoglobina Normal Anemia leve Anemia grave 

Serie blanca Normal Leucocitosis Leucopenia 

Plaquetas Normal - Trombocitopenia 

Bioquímica 

Proteínas Normal Aumentadas - 

Urea Normal Aumentada - 

Creatinina Normal Aumentada - 

Ratio albúmina/globulinas Normal Disminuido - 

ALT Normal Aumentada - 

Iones 

Cloro Normal Hipocloremia - 

Potasio Normal Hipopotasemia - 

Sodio Normal Hiponatremia - 

Orina 

Densidad Normal Disminuida - 

Proteínas Normal 100 mg/dl ˃ 500 mg/dl 

Ratio proteína/creatinina Normal     
(< 0.5) > 0,5 < 2 > 2 
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Anexo 3. Formulario clínico de seguimiento post-tratamiento con FPA 
(Publicación 4.2).  

 
 

 

 

 

 

Animal (Registro Interno):                                          Nº Microchip : 

DÍAS POST-TRATAMIENTO PT1 PT2 PT3 PT4 PT5 PT6 
Fecha ..../..../.... ..../..../.... ..../..../.... ..../..../.... ..../..../.... ..../..../.... 

Temperatura rectal (°C)       

Peso (kg)       

Muestras (S:sangre; MO:médula ósea; 
O:orina) 

S  MO 
O 
 

S  MO 
O 
 

S  MO 
O 
 

S  MO 
O     
 

S  MO 
O     
 

S  MO 
O    
 

Condición y 
órganos 

afectados 
Signos clínicos PUNTUACIÓN (rodear con un círculo el valor correcto) 

General 
Apetito 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 
Astenia 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 

Poliuria/Polidipsia 0     3 0     3 0     3 0     3 0     3 0     3 

Músculos 

Atrofia de músculos 
temporales 

0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 

Atrofia muscular 
generalizada 

0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 

Sistema 
inmune 

Adenopatías 0  1   3 0  1   3 0  1   3 0  1   3 0  1   3 0  1   3 

Esplenomegalia 0     3 0     3 0     3 0     3 0     3 0     3 

Ojos 
Conjuntivitis, 

blefaritis, queratitis 
0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 

Uveítis 0     3 0     3 0     3 0     3 0     3 0     3 

 
Mucosas 

 

Mucosas pálidas 0     2 0     2 0     2 0     2 0     2 0     2 

Epístaxis 0     3 0     3 0     3 0     3 0     3 0     3 
Lesiones orales 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 

Aparato 
digestivo 

Vómitos 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 
Diarrea 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 

Articulaciones Cojeras y/o dolor 
articular 

0     3 0     3 0     3 0     3 0     3 0     3 

Piel 

Eritema 0     2 0     2 0     2 0     2 0     2 0     2 
Úlceras 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 

Alopecia 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 
Dermatitis 
seborréica 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 0  1  2 

Hiperqueratosis 
nasal 0     2 0     2 0     2 0     2 0     2 0     2 

Hiperqueratosis 
plantar 0     2 0     2 0     2 0     2 0     2 0     2 

Hiperqueratosis 
generalizada 0     2 0     2 0     2 0     2 0     2 0     2 

Onicogriposis 0     2 0     2 0     2 0     2 0     2 0     2 
PUNTUACIÓN TOTAL (  /52)       
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Anexo 4. Puntuaciones clínicas basada en las alteraciones clínico-
patológicas de perros infectados con L.infantum (Publicación 4.2). 
(Puntuación máxima total: 19).  
 

 

  

ALTERACIONES 
CLiNICOPATOLÓGICAS 0 1 2 

Hemograma 

Hematocrito/  
Hemoglobina Normal Anemia leve Anemia grave 

Serie blanca Normal Leucocitosis Leucopenia 

Plaquetas Normal - Trombocitopenia 

Bioquímica 

Proteínas Normal Aumentadas - 

Urea Normal Aumentada - 

Creatinina Normal Aumentada - 

Ratio albúmina/ 
globulinas Normal Disminuido - 

ALT Normal Aumentada - 

Iones 

Cloro Normal Hipocloremia - 

Potasio Normal Hipopotasemia - 

Sodio Normal Hiponatremia - 

Orina 

Densidad Normal Disminuida - 

Proteínas Normal 100 mg/dl ˃ 500 mg/dl 

Ratio proteína/ 
creatinina 

Normal     
 (< 0.5) > 0,5 < 2 > 2 
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Anexo 5. Formulario de seguimiento clínico post-tratamiento con OlPC 
(Publicación 4.3).  

 

Nombre del animal: Propietario: Caso Nº:  
Dosis de tratamiento con OlPC 
VO una vez al día durante 14 días (4 
mg/kg): 

V2 V3 V4 V5 

Día 0 Día 15 Día 30 Día 90 
Tratamientos concomitantes (fármaco y 
posología): 

    
    

           
Fecha     

Temperatura rectal (°C)     

Muestras (S: Sangre; O: Orina; MO: 
Medula ósea) 

S  MO 
O 

S  MO 
O 

S  MO 
O 

S  MO 
O 

Condición y 
órganos 

afectados 
Signos clínicos PUNTUACIÓN  

(encerrar con un círculo el valor correcto) 

Condición 
General 

Apetito 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 

Depresión/Astenia 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 

Poliuria/Polidipsia 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 

Músculos 

Atrofia de músculos 
temporales  

0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 

Atrofia muscular 
general 

0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 

Sistema 
inmune 

Adenopatías 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 

Esplenomegalia 0 2 0 2 0 2 0 2 

Ojos 
Conjuntivitis y/o 

blefaritis 
0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 

Queratitis y/o uveítis 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 

Mucosas 

Mucosas pálidas 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 

 Epístaxis 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 

Lesiones orales (úlceras 
y nódulos) 

0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 

Aparato 
digestivo 

 Vómitos 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 

Diarrea 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 

Articulaciones Artritis 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 

Piel 

Eritema 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 

Úlceras 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 

Nódulos 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 

Alopecia 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 

Despigmentación y/o  
hiperpigmentación 

0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 

Dermatitis seborreica 0 1      2  3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 

Hiperqueratosis nasal   0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 

Hiperqueratosis plantar 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 

Hiperqueratosis 
generalizada 

0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 

Onicogriposis 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 

PUNTUACIÓN TOTAL /74 /74 /74 /74 
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Anexo 6. Valores de referencia del laboratorio para perros adultos. 

Hemograma: 

Hematíes (x106/µl): 5,5-8,5 

Hematocrito (%): 37,0-55,0 

Hemoglobina (g/dl): 12,0-18,0 

Leucocitos (x103/µl): 6,0-17,0 

Fórmula leucocitaria: 

- Cayados: 0-0,03 (0-3%) 

- Segmentados: 3,0-11,5 (60-77%) 

- Eosinófilos: 0,1-1,25 (2-10%) 

- Basófilos: 0-0,1 (0-1%) 

- Linfocitos: 1,0-4,8 (12-30%) 

- Monocitos: 0,15-1,35 (3-10%) 

Plaquetas (x103/µl): 200-500 

Reticulocitos: <60.000/µl anemia no regenerativa 

                                        >60.000/µl anemia regenerativa 

 

Perfil hepato-renal:  

Creatinina (mg/dl): 0,3-1,4 

Fosfatasa alcalina total (U/l): 25-190 

GPT (U/l): 10-60 

Urea (mg/dl): 10-58 

Iones: 

Potasio (mEq/l): 3,8-5,8 

Sodio (mEq/l): 140-155  
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Cloro (mEq/l): 105-125  

Proteinograma: 

Proteínas totales (gr/dl): 5,5-7,8  

Albúmina (gr/dl): 2,4-3,9  

Ratio albúmina/globulinas: 0,72-1,5    

Globulinas totales (gr/dl): 2,7-4,6  

- Globulina α1 (gr/dl): 0,2-0,5 (1,1-6,3%) 

- Globulina α2 (gr/dl): 0,3-1,1 (1,2-17,6%) 

- Globulina β (gr/dl): 1,3-2,7 (9,3-34,5%) 

- Globulina γ (gr/dl): 0,5-1,2 (2,6-15,1%)    

 

Urianálisis: 

Sistema IRIS (International Renal Interest Society): 

Ratio proteína/creatinina: 

- <0,2 ausencia de proteinuria 

- 0,2-0,5  DUDOSO (Mayor importancia en presencia de azotemia)       

- > 0,5 presencia de proteinuria (*) 

  *NOTA: Descartar sedimento de orina activo (inflamación, infección, 

sangrado…) 
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