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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS






Siendo la leishmaniosis canina un proceso patologico ampliamente estudiado,
relativamente bien conocido y bastante consensuado en aspectos tales como su
epidemiologia, su clinica y su diagndstico, paraddjicamente la disparidad de protocolos
utilizados para su tratamiento es enorme, a pesar de que el nimero de farmacos especificos
sea muy reducido. Probablemente la causa fundamental de esta diversidad de pautas
terapéuticas sea la ausencia de un tratamiento realmente efectivo y definitivo que permita la
curacion completa de los enfermos. Otro aspecto a tener en cuenta, en este sentido, es el
curso cronico y extremadamente variable de la enfermedad tanto en su patocronia como en la
evolucion durante y después del tratamiento que, junto con la dificultad afiadida que supone
la necesidad de contar con la colaboracion permanente de los propietarios, limita en gran
medida la obtencion de resultados detallados y precisos.

Por todos estos motivos, multitud de clinicos veterinarios de nuestro pais, a pesar de
contar con una amplia experiencia a la hora de predecir y contestar cuestiones relacionadas
con el porvenir de los perros leishmanidsicos sometidos a terapia, se mueven mas en el campo
de las apreciaciones personales y suposiciones que en las bases de unos resultados bien
contrastados por métodos bioestadisticos.

Entre la extensa bibliografia disponible sobre esta enfermedad sucede algo parecido.
Muchas son las publicaciones en las que se aportan datos relativos al tratamiento de la
leishmaniosis canina. Sin embargo, en la mayoria se trabaja sobre aspectos aislados de la
evolucion post-terapéutica o sobre casos individuales que, a menudo, no proporcionan
conclusiones precisas y validadas mediante modelos estadisticos.

Conscientes de esta situacion, nos planteamos la realizacion del presente trabajo con
el que, aplicando la bioestadistica (herramienta que faculta a las ciencias biologicas para
establecer sus conclusiones basandose en la varabilidad de los sucesos y en el calculo de
probabilidades) pretendiamos dar respuesta a las cuestiones relativas al tratamiento que se
plantean ante un caso de leishmaniosis, por un lado, analizando la experiencia acumulada en
nuestro Departamento y, por otro, valorando la eficacia del Glucantime® administrado por
una via hasta entonces escasamente utilizada, la via subcutanea.



Los objetivos concretos que nos propusimos para el primer estudio
(retrospectivo) fueron los siguientes:

- Describir, valorar y comparar la respuesta terapéutica a corto (muy favorable,
favorable, nula o desfavorable), medio (remision si o remisién no) y largo (recidiva si o
recidiva no) plazo obtenida con los distintos protocolos (a base de Glucantime®) empleados
en las consultas de la Facultad de Veterinaria de Madrid.

- Valorar la posible influencia en esta respuesta de la edad, del sexo y del grado de
afeccion del animal (representado por la fase de la enfermedad) en el momento del
diagnostico.

- Determinar la frecuencia de recidiva y estimar el tiempo medio de presentacion de
las mismas.

- Analizar y valorar los tiempos de permanencia en remision, en funcion del
tratamiento recibido, en aquellos perros que no presentan recidiva.

- Estudiar la evolucion de los dos parametros biopatologicos mas utilizados en el
control y seguimiento post-terapia: titulo de anticuerpos y cociente albumina/globulinas,
calculando las ecuaciones de las curvas que mas se ajustan a la dinamica de dichos
parametros.

Los objetivos del ensayo clinico (estudio prospectivo) fueron:

- Valorar la respuesta terapéutica observada a corto, medio y largo plazo tras [a
administraciéon subcutanea de Glucantime® y comparar estos resultados con los obtenidos al
emplear la via intramuscular.

- Caracterizar la respuesta terapéutica a corto, medio y largo plazo en funcion de los
datos clinicos y biopatologicos obtenidos en el momento del diagnostico.

- Valorar y comparar las tasas de permanencia en remision en funcion del tratamiento
recibido y de otras variables cualitativas.

- Estudiar la evolucion de los distintos parametros biopatologicos en los amimales que
alcanzan la remision comparando sus valores en distintos momentos del seguimiento y en
funcion de la fase de la enfermedad, de la respuesta a corto plazo y de la presentacion o no de
recidiva .

- Determinar las posibles variables que actian como factores de riesgo en el porvenir
de los casos tratados cuantificando su influencia en la respuesta terapéutica a corto, medio y
largo plazo.
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ETIOLOGIA Y EPIDEMIOLOGIA

La leishmaniosis es una enfermedad con una amplia distribucion en las areas
templadas, subtropicales y tropicales de nuestro planeta, que afecta al hombre y a los animales
(OMS, 1993). Esta causada por microorganismos protozoarios difasicos pertenecientes al
Phylom Sarcomastigophora, clase Zoomastigophorea, orden Kinetoplastida, familia
Trnypanosomatidae y género Leishmania (Schmidt «f Roberts, 1985; Soulsby, 1987).

Existen distintas especies de Leishmania en diversas zonas del Viejo y del Nuevo
Mundo responsables de diferentes formas clinicas de leishmaniosis, estimandose la poblacion
de riesgo en 400 millones de personas (Ashford ef 4/, 1992) y la incidencia anual en unos 2
millones de casos nuevos (de los que tan solo 600.000 son declarados oficialmente) (OMS,
1993). La mayoria de las leishmaniosis responden a ciclos zoondticos y, en pocos casos,
antropondticos (OMS, 1990).

La clasificacion del género Leishmania y 1a nomenclatura de las distintas especies y
serotipos es extremadamente compleja y confusa. Tradicionalmente se habia basado en la
distribucion geografica, sintomas clinicos y serologia (Marinkelle e Redriguez, 1981; Slappendel
et Greene, 1990). Segln estos criterios taxonomicos las principales especies que afectan al
hombre quedarian resumidas en el siguiente cuadro (Zuckerman e Lainson, 1977);

{ HEMISFERIO ESTE (VIEIO MUNDO) | HEMISFERIO OESTE (NUEVO MUNDO)\

L.donovani leishmaniosis visceral L.chagasi leishmaniosis visceral
L.infantum leishmaniosis visceral L.braziliensis leishmaniosis mucocut.
L.tropica leishmaniosis cutinea L.mexicana leishmaniosis cutanea
L.major leishmaniosis cutanea L.peruviana leishmaniosis cutanea

\Laethiopl'ca leishmaniosis cutinea j

Tales criterios de clasificacion determinaron que, hasta entrada la década de los
ochenta, en los paises de la cuenca mediterranea se distinguieran dos especies de Leishmania
(Gil Collado, 1977; Quiles et al, 1979; Sierra, 1981; Rodriguez ef al, 1981; Tzamouranis & al, 1984;
Garifallou ef al, 1984; Ministerio de Sanidad y Consumo, 1986). [.fropica, causante de la
leishmaniosis cutanea o botdn de Oriente, y L.infantum (llamada indistintamente por algunos
L.donovani (Lanotte et al, 1979; Rodriguez ef al, 1981; Ministerio de Sanidad y Consumo, 1986) o
L.donovani infantum (Tzamouranis et al, 1984; Garifallon & al, 1984)), causante de la
leishmaniosis visceral o kala-azar infantil,



Los métodos de identificacion empleados en el presente, analisis electroforético de
isoenzimas y analisis de DNA del kinetoplasto (kDNA) mediante enzimas de restriccion
(Schnur ef af, 1981; Kreutzer ef af, 1983; Gramiccia ef al, 1989; Das Gupta e af, 1991) han permitido
confirmar la presencia de una unica especie de Leishmania, L.infantum, para las formas
viscerales y cutaneas de la enfermedad tanto en Espafia (Alvar e Ortiz, 1987; OMS, 1990;
Tesouro ¢ al, 1991) como en el resto del suroeste de Europa (Rioux et al, 1980; Maazoun et af,
1981; Kontos ef Spais, 198%; Gramiccia et af, 1989; OMS, 1990; Jiménez & al, 1995) donde la
leishmaniosis es a menudo diagnosticada en el perro (Grondalen ef Sjerve, 1994) y, con menor
frecuencia, en el hombre (Bussieras, 1977a).

Hasta hace unos afios la leishmariosis visceral afectaba, sobre todo, a nifios (Bussieras,
1977a; Vitoria, 1984; Ministerio de Sanidad y Consumo, 1986) particularmente entre 1 y 4 afios de
edad (Gil Collado, 1977; Cambronero et af, 1983; OMS, 1984). En la actualidad se detecta, cada vez
mas, asociada a la infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (Marty «f Le
Fichoux, 1988; Tremblay et al, 1996; Alvar et al, 1997) y al sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA) (OMS, 1990; Alvar et al, 1997), considerandose el perro como el principal
reservono de esta enfermedad (OMS, 1990).

Su comportamiento dermo o viscerotropo depende de un equilibrio entre la virulencia
del parasito (zimodeme) y la respuesta inmunitaria que es capaz de establecer el hospedador
(Alvar et al, 1995). Zimodeme es una poblacion que difiere de otras de la misma especie o
subespecie en una o varias caracteristicas isoenzimaticas (Miles, 1986). En perros de nuestro
pais y de otros paises del mediterraneo, se han descrito ¢l zimodeme MON-1,
abrumadoramente (Alvar e al, 1987; Marty et al, 1992; Jiménez et al, 1995; Dedet e al, 1997;
Pratlong et al, 1997) y, de forma excepcional, el MON-27, MON-29, MON-33 (Ferrer, 19972),
MON-77 y MON-105 (Guilvard, 1996).

Mientras que la vanabilidad de L.infantum en perros y en personas
inmunocompetentes es pequefia, en sujetos inmunodeprimidos (VIH positivos) es mucho
mayor, lo que ha hecho sugerir dos hipotesis: 1) el sistema inmunitario competente seria
capaz de seleccionar cepas virulentas de no virulentas pero, en estado de anergia, todas
podrian prosperar y manifestarse (Gradoni et e/, 1994; Jiménez ¢t al, 1995) y 2) la existencia de un
patron antroponoético de leishmaniosis en la que los pacientes infectados que utilizan la via
endovenosa para drogarse serian reservorios potenciales para algunos zimodemes y las
jeringas actuarian como vehiculo de las células parasitadas (Jiménez ef al, 1995; Alvar et al, 1997).

El perro domestico, como ya se ha dicho, actia como principal reservorio de
L.infantum en el litoral mediterraneo (OMS, 1990). Aunque esta especie ha sido aislada de
ciertos roedores como el raton o la rata negra y de canidos silvesires como el zorro, el lobo o
el chacal (Rioux et al, 1968; Rioux ef al, 1971; Bettini e al, 1980; Rodriguez f al, 1981; Martin-Iniesta
et al, 1982; Abranches ¢f al, 1983; Bourdiseau, 1993; Hervis ef al, 1996), no se conoce con exactitud
si estos animales son capaces, por si solos, de mantener las poblaciones de parasitos, por lo
que su papel como reservorios no se puede precisar (OMS, 1990; Alvar et a/, 1995).

Los gatos también pueden infectarse con leishmanias mediterraneas pero las
referencias de casos clinicos son excepcionales (Pedersen, 1988; Laurelle-Magalon f Toga, 1996;
Hervis et al, 1997).



La leishmaniosis se transmite por pequefios vectores del género Lutzomya en el
Nuevo Mundo y Phlebotomus en el Viejo Mundo (OMS, 1990). Los flebotomos son dipteros
nematdceros de pequefia talla (3-5 mm) con el cuerpo jiboso y totalmente cubierto de pelo y
de color variable de leonado a oscuro (Gil Collado et al, 1989). Solamente las hembras son
hematofagas por lo que sdlo ellas pueden transmitir el parasito (Franc, 1993; Molina, 1995).

P.perniciosus y P.ariasi son los Unicos vectores probados de L.infantum en nuestro
pais (Killick-Kendrick, 1990; OMS, 1990; Tesouro et al, 1991; Molina, 1995; Guilvard, 1996) siendo el
primero el mas abundantemente representado en gran parte de la geografia espafiola (Gil
Collado, 1977; Molina, 1995; Morillas & 4l, 1996).

P.perniciosus se distribuye por la mayoria de las zonas aridas de la peninsula y
P.ariasi por regiones mas hiimedas como Catalufia, Portugal y sur de Francia. La actividad
de los flebotomos es crepuscular, iniciandose después de la puesta del sol y prolongandose
durante las primeras horas de la noche, siempre y cuando la temperatura sea superior a los
18° C y no haya lluvia ni viento. Una vez alimentadas las hembras vuelan con rapidez a
microhabitats himedos para reposar antes de realizar la ovoposicion. La transmision es rural
y periurbana en viviendas en cuyos alrededores abundan los perros y se acumulan basuras,
material organico en descomposicion o escombros que favorecen el ciclo biologico de los
vectores (Alvar e al, 1995; Molina, 1995).

Aungue experimentalmente se ha constatado la transmision de L.infantum por la
picadura de un solo flebotomo (Rioux ef al, 1979), algunos autores sostienen que el auténtico
modo de infeccion natural se corresponderta con infecciones repetidas, donde los perros son
mas o menos regularmente picados por insectos portadores del agente; al menos, esto es lo
que sugieren Pospischil y col (1987) basandose en un ensayo llevado a cabo en perros en el
que inoculaciones repetidas det parasito condujeron a pronunciados incrementos en los titulos
de anticuerpos (Pospischil e af, 1987).

Otras formas de transmision como, por ¢jemplo, venérea en el hombre (Symmers,
1960) y ¢n el perro (Riera et Valladares, 1996), experimental de perro a hombre (Sinton, 1938),
accidente laboratorial (Terry et al, 1950), contacto directo con lesiones cutaneas (Harris, 1994),
infeccion congénita tanto en nifios (Blanc ¢f Robert, 1984; Brabin ¢ Brabin, 1992; Sharma f af,
1996; Meinecke et al, 1997) como en perros (Mancianti ef Sozzi, 1995), transfusion de sangre (Moss
et Wilson, 1992; Freitas ef al, 1997; Singh et al, 1997) 0 a través de jeringas compartidas en
pacientes VIH positivos (Jiménez ef al, 1995; Amela e al, 1996; Alvar ef al, 1997) han sido
documentadas o sugeridas, pero sélo de forma ocasional. En cualquier caso, todos los
donantes de sangre en zonas enzoolticas deberian ser previamente analizados de esta
enfermedad (Kontos ef Koutinas, 1993), ya que la sangre parasitada permanece infectante al
menos 96 horas tras la extraccion (Molina e al, 1994b).

En lo que se refiere a la infeccion congénita o a través de la leche materna, en un
estudio Berenger (1988) pone de manifiesto que todos los cachorros nacidos de perras
enfermas {amamantados o no amantados por ellas) eran seronegativos a los dos meses del
nacimiento y los que fueron controlados posteriormente permanecian seronegativos incluso
un afio después (Berenger, 1988).



En condiciones naturales las leishmanias tienen un ciclo evolutivo en ¢l que se
alternan una fase intracelular en el hospedador vertebrado (forma amastigote) con una fase
extracelular en el insecto vector (forma promastigote) (Schmidt e Roberts, 1985).

Fl habitat natural del amastigote es el interior de los macrofagos del hospedador
vertebrado. El amastigote tiene forma ovalada o redonda de 2-5 ym de diametro (Zuckerman
et Lainson, 1977; Schmidt e Roberts, 1985), con un nucleo proporcionalmente grande y
ligeramente excéntrico, una estructura mitocondrial especializada en forma de barra
(kinetoplasto) (Pearson e Queiroz, 1996) y un flagelo reducido a una fibrilla totalmente
intracitoplasmatica situada en la bolsa flagelar (Rodriguez e al, 1984).

Cuando el vector se alimenta de animales infectados ingiere las células parasitadas por
amastigotes. Al llegar la sangre al tubo digestivo del insecto se produce la liberacion de los
protozoos por ruptura de los macrofagos v alli se transforman en promastigotes (Schmidt et
Roberts, 1985). Estos son fusiformes (de 15-25 um de longitud por 3-4 nm de anchura), tienen
un kinetoplasto en posicion transversal al eje del flagelo externo (de 15-20 ym de longitud) y
presentan un nicleo central (Redriguez et al, 1984).

Los promastigotes se reproducen por fision binaria invadiendo el intestino del vector
y, después de unos dias, alcanzan la forma infectiva (metaciclogénesis) (Méndez, 1997) en las
porciones anteriores del tracto digestivo (Sacks e Perkins, 1984). Mientras tanto el flebotomo
requiere una nueva ingesta de sangre y, en el proceso de succion, pasan leishmanias
metaciclicas al nuevo hospedador vertebrado (Alvar e af, 1995) reiniciandose el ciclo.

Los vectores son activos, fundamentalmente, desde la primavera hasta el otofio.
Como su radio de vuelo es himitado, el vector y el reservorio deben vivir en estrecha
proximidad con las personas para que €stas lleguen a infectarse (Slappendel e Greene, 1990).
Esta escasa movilidad de los flebotomos, unida a su heterogénea distribucion geografica,
explicaria la existencia de areas de gran prevalencia junto a otras, a pocos kilometros, de muy
baja prevalencia (Mancianti ef al, 1986). Por esta misma razon, el desarrollo enzodtico se
productria por un aumento en e} nimero de microfocos y no por expansion de los focos
existentes y las tasas de morbilidad de los perros estarian fuertemente ligadas a la distribucion
y densidad de los vectores (Lanotte ef al, 1978).

La distribucion geografica de casos positivos, por tanto, no es uniforme. En la isla
de Elba (Italia), por ejemplo, la seroprevalencia en perros oscila entre el 2.5 y el 39.6%,
dependiendo de las comunidades (Mancianti e al, 1986), mientras que en el norte de Grecia la
prevalencia de leishmaniosis canina se ha situado en el 1.6% (Kontos et Spais, 1989). El
resultado de una encuesta en los Alpes Maritimos (Francia) revelé una proporcion de perros
positivos en tomo al 12%, de los cuales el 40% eran asintomaticos (Ozon et al, 1995).

En Espaiia, se diagnostican casos de leishmaniosts camnina practicamente en todo €l
territorio nacional, siendo el area de Levante y la zona Centro (Madrid) las mas afectadas
(Tesouro et al, 1991).
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Centrandonos en nuestra Comunidad Autonoma, en el afio 1936, la prevalencia de
leishmaniosis canina en Madrid era del 7.9% (Sanchez Botija, 1936), mientras que el porcentaje
medio de casos diagnosticados en esta provincia entre 1950 y 1954 fue del 5.2% (Gonzilez,
1955). Una laguna en la bibliografia separa estas cifras de los datos publicados en el afio 1981,
en el que Rodriguez y col. notifican un total de 203 perros diagnosticados en la Facultad de
Veterinaria de Madrid, en el plazo de 5 afios (Rodriguez e al, 1981). Esta laguna informativa
puede ser justificada por la supuesta regresion de la leishmaniosis canina, indirectamente
motivada por la campaiia antipalidica que produjo la casi total desaparicion del vector
(Rodrigez ¢t al, 1984). En 1989 Tesouro y col. realizan un estudio retrospectivo en el que se
refleja la evolucion de los casos de leishmaniosis canina en la déecada de los ochenta. Este
estudio, realizado sobre poblacion sospechosa, pone de manifiesto un aumento en la
proporcion de perros afectados desde 1981 (22.39%) hasta 1989 (36.25%) (Tesouro et al,
1989).

La infeccion en la poblacion humana habria seguido una evolucion paralela pero con
una incidencia mucho menor (Tesouro e af, 1989). Otras publicaciones también han puesto de
manifiesto este paralelismo (Ministerio de Sanidad y Consumo, 1986; Acedo et al, 1996; Morillas ef al,
1996). Mas recientemente la seroprevalencia (canina) en nuestra Comunidad se ha estimado en
el 4.7% (Celaya, 1993), con una incidencia media cercana al 3%, siendo el entorno periurbano
el mas afectado por la enfermedad (Tesouro er al, 1995¢; Celaya, 1993). En albergues de la
Comunidad de Madrid estas cifras se disparan situandose en una prevalencia de mas del 8%
{Meana et al, 1993; Rupérez ef al, 1994),

INMUNOPATOLOGIA

Actualmente no todos los fenémenos inmunologicos que acontecen una vez que el
parasito es inoculado en el perro, son bien conocidos y entendidos. Sélo a través de los
estudios realizados in vitro e in vivo podemos hacernos una idea mas o menos clara de lo que
realmente ocurre en el curso de la leishmaniosis canina (Varela, 1992).

Leishmania ingresa en el hospedador vertebrado, mediante la picadura del flebotomo,
en su forma flagelada (promastigote) metaciclica (Russell & Talamas-Rohana, 1989; Méndez,
1997). La supervivencia del parasito en el hospedador depende de que penetre con éxito en un
macrofago y de su transformacion en la forma aflagelada (amastigote) mucho mas resistente
(Bourdeau, 1994). Para ello los promastigotes deben interaccionar, mediante sus moléculas de
superficie (entre las que destacan, por su mayor abundancia, la glicoproteina gp63 (Russell
Talamas-Rohana, 198%; Gonzilez, 1997) y el lipofosfoglicano (LPG)), con los receptores
presentes en la superficie del macrofago. Asimismo, esta union se atribuye, en parte, a la
integrina CR3 que reconoce el fragmento C3bi en la superficie del parasito (Russell f Talamas-
Rohana, 1989). En el interior de los macrofagos los amastigotes quedan englobados en
vacuolas fagociticas (fagosomas) que se fusionan con los lisosomas para formar
fagolisosomas (Bourdean, 1994) y alli se dividen hasta provocar la lisis celular para, luego,
parasitar nuevos macrofagos (Russell ef Talamas-Rohana, 1989).
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En principio, parece que la resistencia a padecer esta enfermedad se ha asociado
con una fuerte respuesta celular (incluyendo los linfocitos T y las citoquinas que éstos
producen) y con la presencia de una reaccion de hipersensibilidad de tipo retardado, mientras
que el desarrollo de una respuesta humoral importante (con alta produccion de anticuerpos)
estaria relacionado con la progresion de la enfermedad (Pearson ¢f al, 1983; Killick-Kendrick ef
al, 1994; Pinelli et al, 1994a; Pal e al, 1995).

Efectivamente, en un estudio sobre la actividad de los linfocitos T y B, Martinez y
col.(1993) ponen de manifiesto como en el curso de la leishmaniosis canina, se produce una
baja respuesta proliferativa de los linfocitos T y una activacion de los linfocitos B que se
transforman en céfulas plasmaticas y dan lugar a la produccién de una gran cantidad de
anticuerpos. Estos mecanismos de respuesta se originarian en periodos iniciales de la
enfermedad y persistirian en fases mas avanzadas (Martinez et af, 1993).

Inmunidad celular:

En los Gltimos afios se ha prestado mucha atencion al papel que distintas subclases de
células T, citoquinas y macrofagos juegan en la respuesta del hospedador a la infeccion por
Leishmania. Bstos estudios han conducido a la identificacion de distintas poblaciones y
subpoblaciones de linfocitos T.

Particularmente, las investigaciones sobre clones de células T CD4+ en roedores han
identificado dos subpoblaciones de ¢élulas T helper (Th), lamadas tipo 1 (Thl) y tipo 2
(Th2) que pueden distinguirse funcionalmente y por las citoquinas que producen (Mosmann et
al, 1986; Cherwinski et al, 1987). Asimismo, en diferentes estudios se ha puesto de manifiesto
que la resistencia y susceptibilidad a la infeccidon por Leishmania estan generalmente
mediadas por las c€lulas Thl y Th2 respectivamente (Liew e O'Donnell, 1993; Kemp, 1997).

Los factores que determinan el predomimio de linfocitos Thl ¢ Th2 durante los
episodios de leishmaniosis no han sido completamente definidos todavia. El tamaiio del
indculo infectante (Troter et al, 1980; Pearson et Queiroz, 1996) y la forma de presentacion del
antigeno parasitario acompafiado del antigeno de histocompatibilidad de clase II, parecen ser
importantes en este sentido (Kaye ef Blackwell, 1989; Liew, 1990a; Hsieh f al, 1992; Pearson ef
Queiroz, 1996).

Las células T solo pueden reconocer el antigeno si éste esta asociado a los antigenos
de histocompatibilidad de clase I (células T CD8+) y clase II (células T CD4+) localizados en
la superficie de las células presentadoras de antigeno (Antczak ef Gorman, 1992; Alexander ef
Russell, 1992). Asi, aunque el macrofago pueda expresar el antigeno parasitario, si falla en la
expresion del antigeno de clase 1T propio, resultara un mal presentador de antigeno (Russell,
1987).

En relacion con esto hay que tener en cuenta, de un lado, que la expresion del
antigeno de histocompatibilidad de clase II esta regulada genéticamente (Kaye et Blackwell,
1989) y, de otro, que el parasito afecta a la expresion de dicho antigeno por parte del
macrofago (Mitchel ef al, 1987; Liew, 1989).
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Es mas, incluso cuando la expresion de los antigenos de histocompatibilidad de clase 1
y I no esta alterada, los macrofagos infectados con L.infantum pueden mostrar una
reduccion en la expresion de las moléculas de superficie CD18, CD11a y B7, necesarias para
la activacion celular T especifica frente a Leishmania, lo que podria contribuir al deterioro de
la respuesta inmunitaria protectora mediada por células T observada en los pacientes con una
ieishmaniosis visceral progresiva (Pinelli e o/, 1996¢).

Por otra parte, se ha visto que un mismo antigeno puede conferir proteccion o
agravar la enfermedad dependiendo de la via de administracion, de donde se deduce la
importancia de la forma de presentacion del antigeno (Melby et Sacks, 1987; Mitchel & al, 1987;
Liew, 1990a),

La prematura exposicion a citoquinas de las células Th también parece ser crucial en
la generacion de uno u otro tipo de linfocitos T (Hsieh ef af, 1992; Pearson et Queiroz, 1996;
Kemp, 1997). La produccion de IL-12 por parte de los macrofagos seria necesaria para la
diferenciacion de las células Thl (Afonso ef af, 1994;Tizard, 1996; Mattmer ef «f, 1996). Los
linfocitos Th2 se diferenciarian en presencia de IL-1 secretada por los macrofagos infectados
con L.major (Bogdan et al, 1993; Chakkalath ef Titus, 1994; Tizard, 1996) ¢ 1L-4 (Hsich ef al, 1992;
Seder e al, 1992). Asimismo, se ha puesto en evidencia el papel de las cé€lulas de Langerhans de
la epidermis en la iniciacidn de la respuesta inmunitaria especifica frente a la enfermedad (Moll,
1993).

Por otro lado, las citoquinas derivadas de las células T estimuladas pueden activar a
su vez a los macrofagos, aumentando su capacidad destructora de microorganismos (Patterson
et Youmans, 1970; Fowles & al, 1973; Murray et al, 1982; Frankenburg ef al, 1993), mediante la
generacion de metabolitos reactivos de oxigeno {2, H20: y radicales OH-) (Hughes, 1988) v,
sobre todo, de oxido nitrico (NO) ( Liew ef af, 1990b; Nacy ef Nelson, 1991; Pinelli, 1996b).

Las células Th1 producen interferon gamma (IFN-gamma), potente activador de los
macrofagos que aumenta su tamafio, movilidad y actividad metabdlica y es considerado un
factor crucial en la resistencia frente al protozoo, (Sadick et af, 1986;Pinelli et af, 1994b; Pinelli et
al, 1995) e interleukina-2 (IL-2) que guia el proceso de division de los linfocitos Th que
previamente hayan expresado en su superficie receptores para IL-2 e induce la produccion de
IFN-gamma (Charley ef Blecha, 1991; Aniczak ef Gorman, 1992).

Las células Th2 producen IL-4, IL-5, IL-6, con diversas acciones sobre la
proliferacion y diferenciacion de linfocitos T y B y mastocitos, (Varela, 1992; Chakkalath ez
Titus, 1994; Tizard, 1996) ¢ IL-10, (Fiorentino ¢t ¢/, 1989) que inhibe la secrecion de IFN-gamma y
la produccion de 6xido nitrico (NO) (Cunha et af, 1992). Otras linfoquinas como la IL-3,
estimulante de la maduracion de las células T inmaduras y de la diferenciacion de células
cebadas y basofilos; el factor estimulador de colonias de granulocitos y macrofagos (GM-
CSF), que provoca la proliferacion y diferenciacion de precursores medulares (Charley et
Blecha, 1991;Tizard, 1996) ast como la movilizacion de monocitos, la activacion macrofagica y
una mejoria de la granulocitopenia (Charley e Blecha, 1991; Murray ef al, 1995); y el factor de
necrosis tumoral alfa (FNT-alfa), que actia como una segunda sefial y sinérgicamente con
IFN-gamma para la produccion de NO por el macrofago (Liew et al, 1990b; Nacy et al, 1991),
son secretados en diferente cantidad por ambos tipos de células (Pinelli, 1996a; Tizard, 1996).
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Funcionalmente, los linfocitos Thl se caracterizan por mediar las reacciones de
hipersensibilidad retardada mientras que las células Th2 carecen de esta capacidad (Cher e
Mosmann, 1987).

Las células T CD8+ también jugarian un papel importante en la respuesta inmunitaria.
En petros se ha visto que esta linea celular, no solo es capaz de secretar [FN-gamma, sino
que muestra actividad citolitica especifica frente al parasito (Pinelli ef al, 1994b; Pinelli et al,
1995),

Asimismo, diferentes estudios han puesto de manifiesto la capacidad fagocitica de
neutrofilos, eosinofilos y monocitos sugiriendo la posibilidad de que estas células jueguen un
papel en la defensa frente a la leishmaniosis (Chang e @/, 1981; Pearson ef al, 1987; Brandonisio et
al, 1996). Ademas, neutrdfilos y monocitos podrian ser vehiculos para el transporte del
paréasito en la sangre (Hill, 1986).

Inmunidad humoral:

Al contrario que las células T, los linfocitos B reconocen el antigeno parasitario sin
necesidad del antigeno de histocompatibilidad (Tizard, 1996). Asi, una vez activados, en su
mayoria se multiplican guiados por las interleunquinas 4, 5 y 6 (IL-4, I1.-5 e IL-6) (Cox et Liew,
1992; Tizard, 1996}, segregadas por los linfocitos Th2. Las células hijas se diferencian en dos
grupos: células plasmaticas, que sintetizan inmunoglobulinas, y células de memoria (idénticas
a las células madre), que quedan como reserva (Varela, 1992; Tizard, 1996).

La respuesta humoral, a pesar de ser importante en el curso de la leishmaniosis (Pinelli
et al, 19942), no interviene apenas en los mecanismos de resistencia del hospedador, por lo que
no hay relacion entre tal respuesta y el desarrollo de proteccion frente a la infeccion (Bourdeau,
1988; Slappendel ef Greene, 1990),

La proliferacion policlonal de linfocitos B da lugar a la produccion de gran cantidad
de anticuerpos especificos e inespecificos (e incluso, probablemente, a la sintesis de
autoanticuerpos). Una consecuencia del elevado numero de antigenos y anticuerpos
circulantes es la formacion de inmunocomplejos capaces de provocar diversos efectos
nocivos en el animal, que incluyen alteraciones en oOrganos y tejidos como nfion, piel,
articulaciones, etc. (Bourdeau, 1988; Varela, 1992; Dow ef Lappin, 1995). Ademas, in vitro, se ha
puesto en evidencia la capacidad de estos inmunocomplejos para inhibir la fagocitosis por
parte de los monocitos y, por tanto, su papel en la modulacion de la respuesta inmunitaria
{Brandonisio et al, 1989).

Aunque los mecanismos inmunitarios mediados por células parecen ser mas efectivos
en controlar y limitar el curso de la infeccion (Pearson e al, 1983), varios estudios indican que
las células B y los anticuerpos pueden influir tanto en la progresion de la enfermedad como en
su curacion (Pinelli, 1996a). Esta aparente contradiccion puede explicarse por el hecho de que
tanto los linfocitos Thl como los Th2 pueden intervenir en la produccion de anticuerpos,
aunque difieren en su capacidad de estimular ciertos isotipos. Los linfocitos Thl
sustancialmente inducen mas IgG2a mientras que los Th2 favorecen la produccion de IgG1 e
IgE (Coffman et al, 1988; Stevens et al, 1988).

14



Ffectivamente, Deplazes y col (1993) tras analizar la especificidad de dos subclases
de 1gG en la respuesta humoral de perrus infectados naturalmente con L. zfonten, concluyen
gue los anticuerpos 1g(1 se asocian con la susceptibilidad mientras que los IgG2 lo hacen con
la resistencia a la enfermedad (Deplazes ot af, 1995),

Cn cualquier caso, basicamente las leishmanias conseguirian ¢l mantenimento y
expansion de la infeccion a traves de la alteracion de la inmunidad mediada por células
(Carvalho e af, 1981; Liew, 1989) El fracaso de la inmunidad celular v, en consecuencia, de la
eliminacion de la infeccion, resultania, fundamentalmente, de una alteracion en ¢l equilibrio
entre los linfocitos Thl (protectores) y los Th2 (supresores) (Leclere, 1989; Licw, 19%0a),

Aundue I inmunopatologin de esta enformedid o extrenwdamente compleja ¢ integra una gran
variedad de poblaciones celulares v de citoquunas, el esquema simente recope o ik do resumen une parte
importante de los fenomenos inmunelogioes desencadenados durante Lo infeccion por Leishmanta spp y pone
de manifiesto como el estimulo de los infocitos Thl se asocana con b resistencia o lu enfermedad v 1o
catimulacion de las células Th2 se relacionana con fa suscepbibilidad o padecerla (esquema realizado a panir
d s publicaciones de Cox er Licw, 1992, Bogdan e al, 1993);
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Leishmania es, por tanto, capaz de vencer el sistema defensivo y diseminarse por
todo el organismo con preferencia por los drganos hematopoyéticos y, en particular, por la
médula Osea donde sigue multiplicindose. Después, migra desde estos puntos de
multiplicacion a otros organos como piel, higado, pancreas, rifiones, glandulas adrenales,
tracto digestivo, ojos, testiculos, huesos, articulaciones, etc. (Ferrer, 1992; Spreng, 1993). Los
parésitos se han encontrado practicamente en todos los 6rganos (Lanotte ef ¢/, 1979) incluido el
sistera nervioso central (Nieto ef af, 1996).

Esta diseminacion dura semanas o meses y continia hacia fases avanzadas a no ser
que se instaure un tratamiento. El protozoo causa serias lesiones mediante dos mecanismos:
la produccion de lesiones inflamatorias no supurativas y, como ya se ha comentado, la
formacion de inmunocomplejos circulantes que se depositan en los glomérulos renales, vasos
sanguineos y articulaciones (Ferrer, 1992).

En el perro la leishmaniosis parece desarrollarse siguiendo principalmente el modelo
anérgico (Slappendel, 1988), con una falta de respuesta celular T unida a una gran produccion
de anticuerpos especificos (IgG) frente a Leishmania (Martinez et al, 1993). Este modelo de
respuesta anérgica se mamifiestaria muy rapidamente tras el contacto parasito-hospedador

observandose también en otras fases de la enfermedad (Abranches ef al, 1991b; Binhazim ef a/,
1993; Martinez et al, 1995).

Lo cierto, sin embargo, es que desde hace mucho tiempo se describen casos de perros
con infeccion natural que desarrollan formas bemgnas con posterior desaparicion espontanea
de los signos clinicos y formas latentes asintomaticas que pueden activarse ante el
padecimiento de otros procesos (Sanchez Botija, 1936; Lanotte ¢f al, 1979). Tendriamos, por
tanto, dos clases de individuos en relacién con la evolucion clinica: unos resistentes, entre
los que se darian las formas latentes y benignas de las enfermedad y otros mas sensibles, que
reaccionarian mas acusadamente a la infeccion (Sdnchez Botija, 1936; Dunan, 1978). De hecho,
estudios recientes han podido demostrar como la resistencia a la infeccion, en la leishmaniosis
canina (L.infantum), esta asociada a la inmunidad mediada por células (con altos niveles de
IFN-gamma e IL-2} y a una reaccion positiva de hipersensibilidad de tipo retardado, tanto in
vitro (proliferacion linfocitaria) como in vivo (reaccion cutanea a la leishmanina), mientras
que la susceptibilidad a adquirir la enfermedad se relaciona con la produccién de anticuerpos
(Cabral et al, 1992; Pinelli e al, 1994a; Cardoso e al, 1997), paralelamente a lo que ocurre en el
hombre (Carvalho e af, 1981).

Por otro lado, la persistencia de parasitos virulentos en pacientes curados es una
faceta aceptada de las infecciones por Leishmania spp. En el modelo ratén se han
documentado evidencias de una reactivacion de la leishmaniosis si €l sistema inmunitario del
hospedador fracasa en el control de los parasitos persistentes (Aebischer ef af, 1997).

Teniendo en cuenta todo lo expuesto, presumiblemente la inmunosupresion puede
conducir a una leishmaniosis visceral, tanto facilitando la adquisicion del proceso como
permitiendo la reactivacion de una infeccion latente y podria explicar la alta incidencia de
leishmaniosis visceral en individuos VIH positivos (Martinez et @/, 1986; Berenguer et al, 1989;
Tremblay et of, 1996) v en sujetos inmunocomprometidos no infectados con VIH (Quilici 7 a,
1988; Alvar ez al, 1992),
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Esto, unido a estudios que revelan una alta prevalencia de reaccion cutanea positiva
en personas aparentemente sanas (Marty et al, 1992; White et al, 1992), sugiere que una
considerable proporcion de la poblacion "normal" podra estar infectada (portadores
asintomaticos) en areas endémicas. La prevalencia de infeccion asintomatica latente con
L.infantum podria tener importantes implicaciones para los bancos de sangre, terapias
inmunosupresoras y programas de transplantes (Alvar et al, 1992).

En conclusion, el desarrollo de la leishmaniosis clinica depende de factores del
parasito y del hospedador. El reto esta en determinar el grado en que la forma clinica de la
leishmaniosis es una expresion de la constitucion genética del parasito (virulencia) o de la
susceptibilidad innata y de respuesta del hospedador (inmunidead) (Pearson et al, 1983).

CUADRO CLINICO

La leishmaniosis se diagnostica en perros de todas las razas, tanto en machos como
en hembras (Abranches e al, 1991a; Ferrer, 1992), con predominio de los machos en algunos
estudios (Tesouro, 1984a; Slappendel, 1988; Denerolle, 1996). Este predominio se ha observado
también en medicina humana (Cambronero e al, 1983; Federico e al, 1997) y se ha relacionado
con una diferente exposicion al vector y con diferencias genéticas, inmunologicas y
hormonales entre los dos sexos (Brabin e Brabin, 1992). La mayor incidencia, descrita por
algunos clinicos, en perros de guarda o de caza y en razas grandes (que viven en el exterior
(Tesouro, 1984a; Acedo et al, 1996)) se explicaria por su mayor exposicion al vector (Abranches ef
al, 1991a; Ferrer, 1992; Denerolle, 1996). Aunque la enfermedad se diagnostica tanto en jovenes
como en animales adultos y viejos (Slappendel, 1988; Denerolle, 1996), es raro encontrarla en
perros de menos de 6 meses debido al largo periodo de incubacion de este proceso (Abranches
et al, 1991a; Ferrer, 1997a).

El tiempo previo a la aparicion de los primeros sintomas, en la leishmaniosis canina,
oscila entre tres meses y varios afios (Dunan, 1978; Rodriguez ¢t af, 1984; Franc, 1993; Ferrer,
1997a), llegandose a describir periodos de incubacién de mas de 6 afios (Slappendel ez af, 1988;
Nash, 1993},

El primer signo, que a menudo pasa desapercibido, es una lesiéon que aparece en el
punto de inoculacion 20 dias después de la infeccion experimental y que recibe el nombre de
chancro de inoculacidn. Este chancro aumenta rapidamente de tamafio, hasta unos 2 cm, y
después se ulcera (Franc, 1993), siendo una lesion semejante al Boton de Oriente en la
leishmaniosis humana (Sierra, 1981; Cairé f Muntané, 1997).

En la infeccion natural puede presentarse una lesion cutanea unica o multiple, pero
siempre en pequefioc mimero y en disposicion asimétrica situandose, por o general, en la
region de la cabeza, predominantemente en la trufa, morro o cara interna de los pabellones
auriculares. Aparece alrededor de tres meses después de finalizar el periodo de actividad de
los flebotomos.
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La evolucion del chancro sucede en un periodo de unos seis meses pasando por
diferentes estadios. Comienza con una lesion entemo-escamosa de 10 a 15 mm de diametro
rodeada de un anillo edematoso, seguida de una lesion ulcero-costrosa de 2-3 cm y,
finalmente, de una fase precicatricial que precede a la desaparicion completa del chancro
(Vidor et al, 1991; Caird, 1995; Cairé & Muntané, 1997). Este chancro es frecuente pero
inconstante, transitorio y equivoco (Bourdoiseau, 1993).

Vidor y col. (1991) han observado que, con excepcion de unos pocos casos, la mayor
parte de los animales que desarrollan chancro de inoculacion terminan por visceralizar la
enfermedad (presencia de parasitos en médula Osea y seroconversion). Por otro lado, un
pequefic porcentaje de los perros en los que no puede evidenciarse una lesion de
primoinfeccion desarrollan seroconversion (Vidor er af, 1991). Estas diferencias podrian
explicarse por el distinto sfafus inmunitario de cada animal (Killick-Kendrick et al, 1994).

Debido a que Leishmania tiene una diseminacion linfohematogena y es
potencialmente capaz de llegar a todos los oOrganos y tejidos (Bourdoiseau, 1993), la
sintomatologia que podemos encontrar en el curso de esta enfermedad es variadisima
(Slappendel, 1988; Martinez ef Lloret, 1992; Garcia-Verdugo, 1996; Ferrer, 1997a). Las
manifestaciones clinicas evolucionan lenta pero progresivamente con una respuesta muy
discreta 0 nula a los antibidticos y corticoides (Ferrer, 1992), pudiendo establecerse una
patocronia comin para la leishmaniosis canina generalizada aunque indudablemente esté
sujeta, en cada caso, a las caracteristicas intrinsecas del hospedador y a algunos factores
extrinsecos (terapias inespecificas, enfermedades concurrentes, etc), admitiéndose varias

posibilidades clinicas en cada fase evolutiva, pero otorgando a éstas una sucesion en el tiempo
(Tesouro, 19843a).

Probablemente el signo mas constante es una linfadenopatia (Lanotte et af, 1979;
Tesotiro, 1984a; Abranches et al, 1991a; Abranches ¢ @/, 1991h; Martinez et Lloret, 1992; Varela, 1992;
Bourdoiseau, 1993; Garcia-Verdugo, 1996) local o generalizada, caracterizada por un aumento del
tamafio de los ganglios linfaticos, (Swenson ef af, 1988; Ferrer, 1992; Nash, 1993) que suele
aparecer precozmente (Rodriguez et al,1984; Franc, 1993) vy llega a afectar al 90% de los
animales diagnosticados (Slappendel, 1988). Histologicamente se revela como una hiperplasia
reactiva con presencia de linfocitos, linfoblastos, células plasmaticas y macrofagos parasitados
(Ferrer, 1992). La esplenomegalia también puede estar presente (Slappendel, 1988; Varela, 1992;
Bourdoisean, -1993; Franc, 1993} pero, al contrario que en el hombre (Quiles & 4, 1979;
Cambronero et al, 1983), es poco frecuente (Kontos ef Koutinas, 1993). El estudio microscopico
del bazo puede mostrar congestion, hematopoyesis extramedular, hemosiderofagocitosis,
eritrofagocitosis y células plasmaticas, asi como la presencia de leishmanias en el interior de
los macrofagos (Swenson et al, 1988).

Asimismo, es muy caracteristico que en el curso de Ja enfermedad aparezcan
alteraciones dermatolégicas (Sinchez Botija, 1936; Tesouro,1984a) de caracter cronico, no
pruriginosas y, a menudo, simétricas (Ferrer, 1992). Las lesiones cutaneas, caracterizadas por
alopecia o hipotricosis, seborrea seca e hiperqueratosis (Tesouro, 1984a), pueden aparecer por
todo el cuerpo pero suelen hacerlo antes (Sinchez Botija, 1936) y de forma mas prominente
alrededor de los ojos, zona dorsal de la nariz, pabellones auriculares (Slappendel, 1988;
Bourdoiseau, 1993) y relieves 0seos (Franc, 1993; Bourdoiseau, 1993).
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También puede desarrollarse ulceracion cronica (Tesouro, 1984a; Slappendel, 1988;
Martinez f Lloret, 1992) localizada particularmente en la cabeza y extremidades (Ferrer, 1992).
Menos frecuentemente los perros enfermos presentan piodermas profundos localizados o
generalizados (Martinez e Lloret, 1992), dermatosis pustular esténl o néddulos cutaneos
(Tesouro, 1984a; Ferrer, 1992), que pueden aparecer de forma aislada y alcanzar varios
centimetros de diametro (Ferrer & al, 1990), estos nodulos, a veces ulcerados, pueden
localizarse en distintas zonas de la piel (Slappendel, 1988). Ademas, pueden aumentar
rapidamente (en varios dias) de volumen simultdneamente a una hipertermia y después
regresar (Bourdoiseau, 1993).

En resumen, las distintas manifestaciones cutaneas se agruparian, cominmente, en
cuatro grandes cuadros: alopécico-descamativo, dermatosis ulcerativa, forma nodular y
dermatitis pustular. Histologicamente, en las formas cutaneas alopécico-descamativas y
ulcerativas los hallazgos tipicos son los de una dermatitis difusa con infiltrado inflamatorio
compuesto de macrofagos, linfocitos, células plasmédticas, neutrofilos y eosindfilos. Los
nodulos se corresponden con una acumulacion focal de macrofagos, células gigantes
multinucleadas y algunos linfocitos y células plasmaticas. El mumero de parasitos difiere a
menudo segin los casos pero, en general, es importante en la forma nodular, variable en la
descamativa y bajo en la ulcerativa. En la forma pustulosa, aparecen pustulas subcorneales
neutrofilicas sin acantolisis, una ligera dermatitis no supurativa, especialmente debajo de las
pustulas, v pueden encontrarse un pequefio numero de leishmanias en los macrofagos de la
dermis (Ferrer et al, 1988).

Mas raramente, las lesiones consisten en ulceras o fistulas cronicas asociadas a
traumatismos locales (mordiscos, corte de orejas) que no responden a la terapia convencional
o recidivan y que constituyen el Gnico signo clinico de la enfermedad (Sanchez Botija, 1936;
Prats et Ferrer, 1995). Este cuadro clinico podria corresponder a una forma latente de
leishmaniosis en la que existiria afeccion de organos hematopoyéticos. De esta manera,
secundariamente a un traumatismo externo se desarrollarian lesiones inflamatorias
metastaticas en los lugares afectados. Este mecanismo también podria explicar, en parte, la
distribuciéon de lesiones inflamatorias y ulcerativas en los puntos de presion que,
frecuentemente, se observa en la leishmaniosis canina (Prats e Ferrer, 1995).

Asimismo, se han descrito casos con lesiones nodulares, granulomatosas y ulcerativas
en mucosas (pene, lengua, cavidad oral, prepucio, etc), tanto en el perro (Font et al, 1996b;
Lamothe, 1997b) como en el hombre (Dupond et af, 1984). Las lesiones en mucosas revelan la
presencia de macrofagos (unos pocos cargados con leishmanias), células plasmaticas y
linfocitos (Font et al, 1996b).

Un porcentaje de perros afectados, variable segin los distintos autores, manifiestan
perionixis con un crecimiento exagerado (Lanotte et al, 1979; Tesouro, 1984a; Rodriguez ef al, 1984)
y anormal de las ufias (Siappendel e Greene, 1990; Abranches ef al, 1991a; Guy e al, 1993)
acompafiandose, en ocasiones, de edema e infiltracion interdigital (Franc, 1993).
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A menudo, los perros enfermos muestran adelgazamiento (Sinchez Botija, 1936;
Tesouro, 1984a; Reiter ef al, 1985; Swenson et al, 1988; Varela, 1992; Guy ¢ al, 1993) que puede ir
acompafiado de una disminucion (Ferrer, 1992; Martinez ef Lloret, 1992), aumento (Kontos et
Koutinas, 1993) o mantenimiento del apetito (Slappendel, 1988). La pérdida de peso puede
asociarse con atrofia muscular generalizada (Slappendel, 1988) especialmente marcada en los
musculos faciales (Tesouro, 1984a; Rodriguez ef al, 1984; Ferrer, 1992; Kountos ef Koutinas, 1993;
Bourdoiseau, 1993; Franc, 1993) y que se va acentuando hasta desembocar en un estado
verdaderamente caquéctico (Redriguez ef al, 1984; Slappendel, 1988; Bourdoisean, 1993). Se ha
sugerido que la caquexia podria ser debida a la competicion parasito-hospedador por algunos
nutrientes esenciales (Keenan et af, 1984).

La disminucion de la actividad fisica, presente en un buen nimero de casos, puede
estar asociada a fatiga, abatimiento (Tesouro, 1984a; Rodriguez ef al, 1984; Bourdoisean, 1993),
alteraciones locomotoras secundarias a atrofia muscular (Kontos ¢t Koutinas, 1993), neuralgia,
poliartritis (Spreng, 1993) (a veces con una hinchazon wvisible de las articulaciones (Ferrer,
1992)}, polimiositis, lesiones en las almohadillas, ulceras interdigitales (Slappendel, 1988) o,

incluso, a procesos osteoliticos y periostitis proliferativa (Slappendel, 1988; Buracco e al, 1997;
Lamothe, 1997b)

La temperatura corporal suele ser normal (Sénchez Betija, 1936; Slappendel,1990). La
hipertermia, si aparece, es transitoria (Rodriguez et al, 1984) (de unos dias a varias semanas) y
moderada (Slappendel, 1988; Bourdoiseau, 1993; Franc, 1993). Segin algunos autores, seria
consecuencia, principalmente, de enfermedades concomitantes (Sinchez Botija, 1936) como
ehrlichiosis, babesiosis, lupus eritematoso sistémico e infecciones bacterianas (Kontos et
Koutinas, 1993).

La causa de los episodios de epistaxis que aparecen en algunos animales (Millin ef al,
1975; Swenson et al, 1988; Martinez et Lloret, 1992; Franc, 1993; Nash, 1993) parece resultar de
lesiones inflamatorias y ulcerativas de la mucosa, asi como de un defecto en la funcionalidad
(secrecién) plaquetaria (Jittner, 1996) ya que la trombocitopenia no suele ser lo
suficientemente marcada como para explicar las hemorragias (Cabassu e o/, 1988b; Ferrer,
1992). De todos modos, no puede descartarse la presencia de una vasculitis, probablemente
inmunomediada, que contribuya a los transtornos hemorragicos (Slappendel, 1990; Pumarola et
al, 1991; Varela, 1992).

Las alteraciones digestivas son poco frecuentes (Tesouro, 1984a) y se describen como
colitis cromicas erosivas o ulcerativas (Ferrer e al, 1991; Bourdoiseau, 1993) e inflamacion
granulomatosa de la pared intestinal que afecta principalmente a la mucosa y puede
extenderse a la submucosa. El infiltrado inflamatorio esta integrado por linfocitos, células
plasmaticas y macrofagos y células gigantes multinucleadas parasitadas (Ferrer, 1992; Garcia,
1996). Kontos y Koutinas (1993) sin embargo, relacionan estas alteraciones digestivas,
fundamentalmente, con afeccion renal o hepatica (Kentos e Koutinas, 1993). La patogenia del
sangrado gastrointestinal observado por algunos autores (Millin ef al, 1975; Sanchis ef al, 1976;
Cabassu ef al, 1988a; Slappendel, 1988; Franc, 1993; Bourdeisean, 1993), seria comparable a la
descrita para la epistaxis (Varela, 1992).
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Aunque las referencias al respecto son muy escasas, Rollan (1994), en un amplio
estudio anatomopatologico sobre la afeccion pancreatica en perros con leishmaniosis, destaca
la existencia de lesiones inflamatorias y degenerativas de localizacion y extension variable en
el pancreas de un buen nimero de casos (Rollan, 1994).

La funciéon hepatica pocas veces esta alterada (Cabassu et al, 1988b; Gascon, 1994). El
fallo hepatico aparece como resultado de una hepatitis cronica por la presencia de parasitos
en el higado. Los animales afectados pueden presentar vomitos, inapetencia y pérdida de peso
(Ferrer, 1992). Al contrario que en €l hombre, en el que con frecuencia aparece un discreto
aumento del tamafio del higado (Quiles ef af, 1979; Cambronero et al, 1983), la hepatomegahia en
los perros enfermos es rara (Kontos et Koutinas, 1993} y consecuencia de un aumento en el
numero de células (histiocitos, macrofagos que pueden estar parasitados, eosindfilos,
linfocitos y células plasmaticas) (Slappendel, 1990). El higado puede mostrar una degeneracion
hidrépica multifocal y confluyente de hepatocitos y depésito de hemosiderina en los
sinusoides hepéticos y en los espacios porta (Swenson et af, 1988). Asimismo, se ha descrito la
presencia de microgranulomas. En algunos casos, se aprecia un proceso inflamatorio
diseminado que se asemeja a una hepatitis intersticial (Garcia-Verdugo, 1996).

Los signos oftalmologicos son relativamente frecuentes, a veces precoces en su
aparicion y generalmente bilaterales (Swenson ef af, 1988; Ayats, 1996) aunque, ocasionalmente,
podemos encontrar lesion ocular unilateral en ausencia de cualquier otro sintoma sugerente
de leishmaniosis (Swenson ef al, 1988; Laugier «f Verro-Boulangier, 1992). Las alteraciones
oculares que pueden aparecer son muy variadas (Reze, 1996) y estan ligadas al parasito o a los
fenémenos inmunologicos que éste provoca (Laugier #f Verro-Boulangier, 1992),

A menudo se describe la presencia de blefaritis, descamativa o granulomatosa (Roze,
1996) y normalmente asociada a la dermatitis facial, o de queratoconjuntivitis bilateral (Ferrer,
1997a). La conjuntivitis suele acompafiarse de una hiperemia intensa de la mucosa conjuntival
y $e caracteriza por una quemosis importante. Otras veces se presenta como una inflamacion
nodular con pequefios nodulos de 0.8 a 6.5 mm - Hamados leishmaniomas (Bourdoiseau, 1993) -
localizados en ¢l tercer parpado, borde libre de los parpados y limbo esclerocorneal, que
suelen regresar espontaneamente en 4-6 dias. Esta constituye una forma rara pero muy
sugerente de la enfermedad (Roze, 1996).

Otros signos oculares evocadores de leishmaniosis incluyen el edema comeal y la
uveitis anterior (Roze et Pages, 1994). La uveitis puede ser granulomatosa, con formacién de
nodulos que confluyen y contienen numerosos amastigotes. Mucho mas frecuente es, sin
embargo, la intis no granulomatosa de tipo linfoplasmocitario con el iris edematoso, en miosis
y, a veces, con formacion de sinequias precoces, en la que no pueden detectarse parasitos
(Roze, 1986; Ferrer, 1997a) y cuyo origen es, probablemente, inmunomediado (Ferrer, 1997a). De
todos modos, la uveitis da lugar a un cuadro bastante complejo y es posible que una uveitis
primaria {por accion directa del parasito) y una secundaria (por efecto de inmunocomplejos)
se sucedan (Roze, 1986).

Aunque ¢l humor vitreo se encuentra frecuentemente afectado y se han detectado

coniorretinitis y hemorragias retinianas, parece que las patologias del segmento posterior, de
fa papila y del nervio dptico no presentan la gravedad del segmento anterior.
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Las complicaciones de la letshmaniosis ocular serian: queratoconjuntivitis seca,
sobreinfecciones, hiperpigmentacion comneal, glaucoma, atrofia de iris y cataratas (Roze, 1986).

Las alteraciones del aparato reproductor que pueden aparecer en el curso de la
leishmaniosis incluyen orquitis v epididimitis (Martinez ef Lloret, 1992), atrofia testicular,
infitrado inflamatorio con abundantes linfocitos, células plasmaticas y macrofagos que
evoluciona hacia una fibrosis intersticial, atrofia de conductos epididimarios, azoospermia, etc
(Pizarro, 1986). Aunque se ba sefialado que en las hembras que padecen un cuadro clinico poco
importante ¢ son asintomaticas la gestacion produce un aumento en el niimero e intensidad de
los sintomas y lesiones y propicia el desarrollo de anemia e msuficiencia renal (Cairé e Font,
1991), algunos autores sOlo observan aborto y momificacion de cachorros pero no una
reagudizacion del proceso (Varela, 1992), Por otro lado, en el kala-azar se ha observado que la
infeccién durante el embarazo no conduce necesariamente a un cuadro severo en la madre
(Brabin ez Brabin, 1992; Meinecke  al, 1997).

Raramente encontramos sintomas respiratorios (Slappendel, 1988). De hecho, se ha
descrito la presencia de un escaso numero de parasitos en el interior de macrofagos
alveolares, sin que se detecte reaccion frente a los microorganismos (Swenson ef al, 1988).
Igualmente, son muy pocas las referencias sobre alteraciones cardiacas (pericarditis) (Foat et
al, 1993a; Bourdoiseau, 1993; Lamothe, 1997b) y signos nerviosos (Lanotte ef al, 1979; Rodriguez et
al, 1984; Tesouro, 1984a; Franc, 1993},

De forma excepcional se ha documentado el desarrollo de una vasculitis sistémica
correspondiente a una arteriolitis necrotizante, probablemente inmunomediada, por depositos
de inmunocomplejos en los vasos (Pumarola ¢ al, 1991).

En fases avanzadas de la enfermedad suelen evidenciarse transtornos renales
(Rodriguez ef al,1984; Tesouro, 1984a) que pueden acompaiiarse de poliuria/polidipsia, depresion,
vomitos vy deshidratacion (Koutinas et af, 1995). Las alteraciones renales incluyen peftitis
intersticial, tubulonefrosis (Garcia-Verdugo, 1996) y glomerulonefiitis que puede ser
membranosa (Millin et al, 1975; Garcia-Verdugo, 1996), membranoproliferativa (Pospischil et al,
1987) 0 mesangioproliferativa, pero lo mas frecuente es que sea una mezcla de las tres con
predominio de alguna de ellas. En cualquier caso, suele corresponderse de manera casi
constante con una glomerulonefiitis inmunomediada (Bergeaud, 1988) por depdsito de
inmunocomplejos circulantes (Naskidachvili ef Peroux, 1988; Lépez e al, 1996) (que se forman en
la sangre y no in situ, pues se depositan en localizacion subendotelial o mesangial pero no
subepitelial, lo que explica que en muchos casos no se detecten parasitos en el parénquima
renal (Koutinas et al, 1995).

El método de precipitacion por polietilengticol ha permitido, en un estudio,
caracterizar un antigeno de L.imfantum de 51 kD (incluido en los inmunocomplejos
circulantes) presente en todos los perros con leishmaniosis complicada con nefntis. Habria,
sin embargo, que determinar si esta proteina de 51 kD es directamente responsable de tal
complicacion (Mary et al, 1993).
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La glomeruloneftitis progresa a un fallo renal y es causa frecuente de la muerte del
animal (Ferrer, 1992; Bourdoiseau, 1993; Franc, 1993). Mas raramente se describe la aparicion de
un sindrome nefrotico asociado a la lesion glomerular (Font et al, 1993b). En ocasiones se
presenta una insuficiencia renal aislada (Giauffret, 1976) de manera sabita e intensa con signos
de fallo renal agudo tipicos de una intoxicacion (Lamothe, 1997b) v poco evocadores de la
enfermedad (postracion, anorexia y, a veces, vomitos), siendo muy rapida la alteracion del

estado general (en dos o tres dias o, incluso, en 24 horas) (Naskidachvili ef Peroux, 1988; Cabassu
et al, 1988a).

BIOPATOLOGIA

La leishmaniosis canina se acompafia de alteraciones hematoldgicas y bioquimicas
que son detectables a través del laboratorio.

Los resultados de los analisis de sangre y orina son muy variables (Ferrer, 1992). La
anemia es frecuente tanto en perros (Cairo, 1991; Ferrer, 1992) como en el hombre (Quiles et af,
1979; Quilici e al, 1988). Suele ser moderada, no regenerativa (Caird, 1991; Ferrer, 1992)
(normocrémica y normocitica) (Keenan ef al, 1984; Rodriguez ef al, 1984; Binhazim ef of, 1993) y se
acentia a medida que avanza la enfermedad (Rodriguez ef af, 1984) y en funcion de la carga
parasitaria en la médula Gsea (Aceiia et al, 1997).

El recuento leucocitario sucle estar bajo (Groulade, 1977; Rodriguez ef al, 1984;
Binhazim et al, 1993) aunque, generalmente, dentro de los limites de normalidad (Varela, 1992).
Algunos autores mantienen que la formula leucocitaria no se afecta de forma apreciable
(Varela, 1992), mientras que otros sefialan una inversion en la formula por un aumento de los
linfocitos y una disminucion de los neutrofilos (Groulade, 1977; Keenan et al, 1984; Binhazim,
1993), de forma parecida a lo que ocurre en medicina humana (Cabassu et al, 1988b; Quilici et al,
1988). Otros investigadores observan, frecuentemente, monocitosis (Bourdoiseau, 1993). La
eosinofilia es inconstante (Martinez ez Lloret, 1992)(Sanchis e7 al, 1976) y puede aparecer de forma
fugaz en periodos de invasion parasitaria (Redriguez ef al, 1984).

En ocasiones puede haber una leucopenia acompafiando a anemias graves o
pancitopenias. Estas situaciones reflejan un agotamiento medular y se presentan de forma
esporadica en leishmaniosis cronicas no tratadas y en infecciones mixtas con otros parasitos
(ehrlichiosis, babesiosts) (Varela, 1992). En las formas cutaneas con evolucion cronica las
infecciones secundarias pueden provocar una leucocitosis con neutrofilia (Rodriguez et al,
1984). La trombocitopenia es inconstante (Rodriguez ef al, 1984; Denerolle,1996) v rara vez baja
de 100 000 plaguetas/mm cubico (Cabassu ef al, 1988b; Varela, 1992). La velocidad de
sedimentacion aumenta (Keenan et al, 1984) como expresion de un incremento de las globulinas
plasmaticas y de la anemia (Groulade, 1977; Rodriguez et af, 1981).

En la leishmaniosis canina el titulo de anticuerpos, por inmunofluorescencia
indirecta (IFT), frente a la enfermedad se hace positivo (seroconversion) entre 1 y 5 meses
después de la infeccion experimental (Vitu ef a/, 1973; Abranches f af, 1991b; Binhazim ez af, 1993;
Carrera ¢ al, 1996) y va aumentando progresivamente.
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Algo después comienzan las aiteraciones del proteinograma (Vitu er af, 1973) que
preceden, en varias semanas, a la aparicion de los primeros signos clinicos (Vitu et al, 1973;
Groulade, 1983). Estas alteraciones se van haciendo cada vez mas evidentes (Vitu ef al, 1973;
Gianffret et al, 1976; Groulade, 1983; Binhazim et a/, 1993; Denerolle, 1996) y no sélo tienen valor en
la orientacion del diagnéstico sino que también resultan ttiles para darnos una idea de la
antigiiedad del proceso (Groulade, 1988; Denerolle, 1996).

En las fases de estado de la enfermadad, las proteinas séricas totales estan elevadas
debido a un aumento policlonal de las § (Groulade, 1983; Rodriguez et ol, 1984; Keenan et al, 1984;
Denerolle,1996) y, sobre todo, de las y-globulinas (Guercio er Iannizzotto, 1978; Groulade, 1983;
Keenan ef al, 1984; Tesours, 1984a; Rodriguez ef al, 1988; Slappendel, 1988; Swenson < al, 1988;
Martinez ef Lloret, 1992; Bourdoiseau, 1993; Dencrolle, 1996) que, a veces, forman un bloque $-y
(Vitu et al, 1973; Groulade, 1988). El aumento de las p y y-globulinas suele acompafiarse de una
hipoalbuminemia (Guercio ¢f Yannizzotto, 1978; Groulade, 1983; Keenan 4/, 1984; Tesouro, 1984a;
Rodriguez et al, 1988; Slappendel, 1988; Swenson o al, 1988; Martinez ¢t Lloret, 1992; Bourdoiseau,
1993; Denerolie, 1996) debida a una pérdida de proteinas secundaria a enteropatia, nefropatia,
hepatopatia o malnutricion (Kontes ef Koutinas, 1993; Tesouro et al, 1994b). Esto determina, tanto
en la leishmaniosis humana (Quiles ef al, 1979; Quilici ef o/, 1988) como en la canina, la inversion
del cociente albumina/globulinas (Alb/Glo) que a veces desciende incluso por debajo de 0.2
(Vitu et al, 1973; Rodriguez ¢t al, 1984).

La mayoria de las globulinas presentes en exceso en la fase de estado se corresponden
esencialmente con inmunoglobulinas G {(1gG) (Vitu & al, 1973), pero también se detectan otras
como IgM (Vitu et al, 1973; Slappendel, 1988) € IgA (Slappendel, 1988). Una gran parte de ellas no
son anticuerpos parasitoespecificos sino anticuerpos inespecificos (consecuencia de la
activacion policlonal de los linfocitos B por mitogenos parasitarios) (Cabassu ef al, 1988b;
Quilici et al, 1988), algunas citoquinas (Barral-Netto e al, 1991), complejos antigeno-anticuerpo
(Vitu ez al, 1973; Slappendel, 1988), auto-anticuerpos e inmunoglobulinas atipicas (Vitu ef al, 1973).
Como ya se ha comentado en el capitulo de inmunopatologia, estos anticuerpos no son
protectores, por lo que no confieren resistencia frente a la enfermedad (Slappendel ef Greene,
1990; Bourdeau, 1998).

A pesar de que algunos estudios realizados en perros experimentalmente infectados
con L.infantum wmuestran que las tasas de anticuerpos especificos concuerdan con la
concentracion de las proteinas séricas (Carrera et al, 1996) y, en la practica clinica, parece que
una tasa elevada de proteinas (en particular de y-globulinas} se asocia con un titulo elevado de
anticuerpos, esto no ocutre siempre (Roze, 1990). De hecho, otros autores no observan
correlacion entre tales titulos, obtenidos por IFI y/o ELISA, y la magnitud de la hipery-
globulinemia (Vitu et al, 1973; Ferrer, 1992).

Por otro lado, Giauffret v col. (1976) han puesto de manifiesto cOmo en las
leishmaniosis viscerales graves las tasas de anticuerpos (por IFI) son, generalmente, mas
elevadas que en las formas cutaneas de evolucion lenta. Sin embargo, tampoco se ha podido
establecer un paralelismo entre el titulo de anticuerpos especificos frente al parasito, la
afeccion clinica (Dunan, 1978; Lanette et al, 1979; Abranches ¢ al, 1991a) v la riqueza parasitaria
(Reiter ef al, 1985; Roze «f Pages,1994; Denerolle, 1996).
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En algunos casos se citan elevaciones de §§ o y-globulinas con aspecto monoclonal en
el proteinograma (Vitu ef al, 1973; Groulade, 1988; Font, 1996a; Beaufils ef a/, 1996), lo que también
ocurre en la infeccion por E.canis en el perro (Tesouro et al, 1994b; Sainz, 1996) y que,
probablemente, sean elevaciones policlonales de banda estrecha (Varela, 1992) cuyo significado
se desconoce. En el hombre estin a veces asociadas a ciertos sindromes de
inmunodeficiencia, en los cuales sOlo unos pocos clones de hnfocitos serian capaces de
responder a los antigenos (Dorfman f Dimski, 1992). Por otro lado, hay que tener en cuenta que
las gammapatias monaoclonales aparecen, asimismo, en mieloma multiple, macroglobulinemia
o tumores linfoproliferativos (Dorfman ef Dimski, 1992; Tesouro e al, 1994).

La presencia de un pico en las -2 globulinas no solo es caracteristico de una afeccion
renal, sino que aparece también en fases de diseminacion parasitaria (Groulade, 1977; Rodriguez
et al, 1984; Tesouro, 1984a) y marca la existencia de lesiones orgédnicas que estan en fase
evolutiva (Groulade, 1983). Cuando este pico sobrepasa los 2/3 de la altura del trazo de la
albumina, la existencia de un foco de necrosis es casi segura (Groulade, 1988).

El proteinograma debe hacerse completo y no solo determinar las proteinas séricas
totales ya que, particularmente en fases avanzadas de la enfermedad con afeccion renal, una
disminucion severa de la albimina por eliminacion urinaria de proteinas, puede compensar el
aumento de y-globulinas y conducir al restablecimiento de los valores normales (o incluso
inferiores) de las proteinas séricas totales (Rodriguez et al, 1984; Martinez et Lloret, 1992). En la
afeccion hepatica, ademas de la hipoalbuminenua, se produce un aumento de la alanin amino
transferasa (ALT) y de la aspartato amino transferasa (AST) (Ferrer, 1992).

El urianalisis revela la frecuente presencia de proteinuria (Cabassu e al, 1988b), que va
de ligera a intensa (Groulade, 1988; Kontos ¢f Koutinas, 1993; Koutinas ¢ of, 1995) y, a veces, de
isostenuria o hipostenuria (Koutinas ef al, 1995). En el sedimento urinario puede detectarse la
presencia de cilindros hialinos y/o granulares (Groulade, 1988; Naskidachvili ez Peroux, 1988;
Koutinas ef al, 1995)) y, ocasionalmente, hematuria (Cabassu ef af, 1988a)

La elevacion de la urea y de la creatinina se interpreta como una insuficiencia renal
(Slappendel, 1988; Ferrer, 1992) ocasionada por un fallo renal cronico y tiene muy mal
pronostico (Redriguez et af, 1981). Parece que el aumento de la creatinina va siempre asociado a
un aumento de la azotemia, pero no al revés. En los casos en los que el aumento de la
azotemia no va acompafiado de una proteinuria significativa m de un incremento en los

valores de creatinina por encima de los niveles normales, la evolucion suele ser buena (Cabassu
et al, 1988h).

En casos precoces solo se detecta proteinunia y cilindruria (Groulade, 1988). En este
sentido, la determinacion del cociente proteina urinaria total/creatinina urinaria (que suele ser
del orden de 6 en caso de glomeruloneftitis (Naskidachvili et Peroux, 1988)) podria ser de gran
utilidad en la deteccion precoz de una lesion renal en la leishmaniosis canina (Palacio e a,
1995). Asimismo, la determinacion de la actividad de enzimas urinarias, particularmente de N-
acetil-B-D-glucosaminidasa (NAG) y de y-glutamil transpeptidasa (GGT), resultaria de gran
valor en la deteccion de lesion renal en la leishmaniosis canina (Palacio e al, 1997).
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DIAGNOSTICO

El diagnostico de la leishmaniosis canina se basa en una serie de presunciones y
pruebas que se extraen de la historia clinica (anamnesis), la exploracion y las pruebas
laboratoriales inespecificas y especificas:

Diagnéstico clinico (anamnesis y exploracion):

Cualquier perro que viva o haya estado en una zona endémica deberia considerarse
como sospechoso, especialmente si se trata de un animal de exterior, de varios meses de edad
0 mas y muestra uno o varios sintomas de los anteriormente expuestos (Frame, 1993;
Bourdeisean, 1993). Aunque seria imprudente eliminar por completo una sospecha de
leishmaniosis en perros que vivan en zonas a priori libres de esta enfermedad o que no
parezcan expuestos a la picadura del flebotomo, la procedencia, la edad y los habitos de
vida del animal, asi como la respuesta a tratamientos recibidos anteriormente, deberian ser
temdos en cuenta a la hora de jerarquizar las hipotesis diagnosticas (Bourdoiseau, 1993). En
areas enzooticas tendrian que realizarse andlisis periddicos de leishmaniosis en todos los
perros independientemente de la presencia de signos clinicos (Marty ef Le Fichoux, 1988; Kontos
et Koutinas, 1993).

La sintomatologia clinica de la leishmaniosis canina en fase de estado suele ser clara
y rara vez pasa desapercibida para cualquier clinico que ejerza su actividad en una zona
endémica (Tesouro e al, 1995¢). La aparicion de los sintomas descritos anteriormente ligados a
la anamnesis no suele dejar dudas para emtir el juicio diagnostico (presuntivo). Sin embargo,
junto a estas formas generales, completas y clasicas existen evoluciones atipicas en las que el
cuadro clinico es poco uniforme y los sintomas menos evidentes (Redriguez ef al,1984).

La extremada variabilidad en el curso de la enfermedad conduce a que ciertos petros
puedan padecer la infeccion y ser portadores de parasitos durante meses sin revelar
sintomatologia clinica (Giauffret ef al, 1976; Rodriguez et al, 1984; Abranches e al, 1991a). De
hecho, todas las formas intermedias entre estos estados de infeccion latente y las formas
graves con cuadro clinico completo son posibles (Giauffret ef al, 1976; Rodriguez ef al, 1984).

Pruebas laboratoriales inespecificas (diagnéstico orientativo):

Incluyen una serie de pruebas que ponen de manifiesto las variaciones hematologicas
y bioquimnicas anteriormente descritas (Rodriguez ef a/,1984) y ayudan a reforzar el diagnostico
presuntivo basado en la anamnesis y la exploracion (Martinez ef Lloret, 1992).

Todas estas pruebas no sdlo tienen valor diagnostico sino tambien pronostico porque
permiten valorar la funcionalidad de los distintos organos (particularmente del higado y del
1ifion) (Martinez ef Lloret, 1992) y determinar el estado general del animal (Nuiiez-Torrén e al,
1996).
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El estudio de las proteinas séricas resulta muy interesante en la orientacion del
diagnostico de la enfermedad. En este sentido, las primeras técnicas empleadas fueron los
tests de formol-gelificacion y de sero-floculacion que presentan una gran simplicidad de
gjecucion y de lectura (Sanchez Botija, 1936; Gonzalez, 1955;Giauffret ef al, 1976; Dunan, 1978).

Sin embargo, la electroforesis de las proteinas séricas (proteinograma) resulta
especialmente relevante ya que permite obtener una grafica en la que aparecen separadas las
distintas fracciones de globulinas (Giauffret et al, 1976) que, ademds, pueden ser cuantificadas
(Groulade, 1983). Las alteraciones del proteinograma (elevacion de las fracciones f y v-
globulinas) son particularmente indicativas de una sospecha de leishmaniosis.

Para que los datos obtenidos sean validos hace falta un suero no hemolizado y que el
animal, en los Ultimos 10-15 dias, no haya estado bajo la influencia de corticoides (Groulade,
1988; Cairé e Font, 1991) (va que un tratamiento corticoide durante mas de 5 dias, suspendido
menos de 10 dias antes de la obtencion de la muestra, entrafia una reduccion importante del
valor de las [ y y-globulinas (Groulade, 1983)).

Aunque se pueden encontrar modificaciones en el aspecto del proteinograma en otras
muchas enfermedades (cirrosis, hepatitis cronica, tuberculosis, piometra, enfermedades
sistémicas, etc) no serian tan importantes como las que suelen presentarse en la leishmaniosis
{Groulade, 1983).

En la leishmaniosis canina el proteinograma se revela como un elemento Gtil para la
orientacion del diagnostico, para determinar el momento de evolucion y sugerir la existencia
de una eventual complicacion y para el tratamiento, pues permite aplicar una terapia eficaz y
controlada (Groulade, 1988).

Pruebas laboratoriales especificas:

El método definitivo de diagnéstico es la identificacion del parasito, libre o en el
interior de macrofagos (Slappendel ef Greene, 1990), por puncion de ganglio (Abranches et df,
1991a) 0 médula Osea (cresta iliaca, fémur o costilla) y tincion con May Griinwald-Giemsa,
Diff-Quick (Ferrer, 1992; Kontos ef Koutinas,1993) 0 Wrigth (Slappendel e Greene, 1990).

La biopsia ganghonar es de muy facil ejecucion (Abranches et al, 1991a) pero los
resultados no son constantes (Catarsini, 1978). Por ello, el material mas idoéneo para la
busqueda de leishmanias es la médula Osea (Denerolle, 1996) ya que la técnica comporta poco
riesgo y resulta muy facil identificar los amastigotes, tanto libres en el campo de vision como
incluidas en el intenor de macrofagos (Catarsini, 1978). El numero de parasitos aspirados varia
considerablemente de unos animales a otros (Kontos ez Koutinas, 1993) y no se correlaciona con
la severidad de los signos clinicos (Slappendel, 1988) pero, l0gicamente, fa deteccion de una
sola célula parasitada es un hallazgo patognomonico (Ferrer, 1992).

El problema de estos métodos es que, en ocasiones, resulta imposible detectar los

protozoos (Ferrer, 1992) v a menudo requiere una busqueda paciente y reiterada de los
mismos, examinando varias muestras de las que, a veces, s6lo una es positiva (Dunan, 1978).
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De hecho, no es raro encontrar falsos negativos especialmente en fases precoces de la
enfermedad (Abranches et al, 1991a; Tesourc ef af, 1992a) y en recidivas de casos cronicos
(Slappendel, 1988). En fases avanzadas y en casos tratados también puede ser dificil evidenciar
los microorganismos (Kontos et Koutina, 1993),

La deteccion del parasito en otros tejidos como piel (sana o ulcerada) (Abranches et al,
1991a), bazo (Sanchez Botija, 1936) 0 higado (Franc, 1993) es posible pero dificil y resulta poco
practico (Tesouro ef al, 1984b; Slappendel & Greene, 1990). El empleo de técnicas
inmunocitoquimicas (inmunoperoxidasa), extremadamente sensibles, facilitan la identificacion
de los parasitos en las preparaciones tisulares (Ferrer et al, 1988a; Garcia-Verdugo, 1996). Muy
raramente se observan amastigotes en liquido sinovial de perros infectados (Spreng, 1993) 0 en
sangre periférica (Tesouro ef al, 1984b; Kontos ef Koutinas, 1993),

Si no se consigue encontrar los protozoos el diagnostico puede ser establecido por el
cultive de los mismos a partir de aspirados de gangho, médula Gsea u otros tejidos en medio
Novy-MacNeal-Nicolle (NNN) o medio Schneider's Drosophila. Asimismo, puede realizarse
mediante inoculacion en animales de laboratorio (Reiter ef al, 1985; Slappendel ef Greene, 1990;
Buffet et al, 1996} o por xenodiagnostico (Molina e al, 1994a; Molina e al, 1994b). La infeccion
experimental de P.perniciosus se utiliza como xenodiagnostico directo para valorar el poder
infectivo de perros con leishmaniosis (Molina ef al, 1994a) 0 como xenodiagndstico indirecto,
utilizando sangre de enfermos coinfectados con L.infantum y virus de la inmunodeficiencia
humana (Molina ef al, 1994b). Sin embargo, estos métodos se consideran poco practicos y estan
restringidos a centros de investigacion (Kontos ef Koutina, 1993).

Para evitar estos problemas el serodiagnéstico parece una buena alternativa (Neogy et
al, 1992). Asi, se han ido desarrollando un gran nimero de pruebas que permiten la deteccion
de anticuerpos especificos frente al parasito como son: fijacion de complemento (Gonzilez,
1955; Lanotte f al, 1974; Giauffret ef al, 1976; Dunan, 1978), reacciones de aglutinacion {directa
(Neogy ¢t al, 1992), hemoaglutinacion indirecta (Giauffret ef al, 1976), aghutinacion-latex (Bray et
Lainson, 1967)), reacciones de precipitacion (inmunodifusion (Rassam ef Al-Mudhaffar, 1980;
Chiacchie, 1985), inmunoelectroforesis (Mansueto ef af, 1979; Monjour e al, 1978)).

De entre todas las técnicas serologicas las mas utilizadas actualmente son, sin duda, la
inmunofluorescencia indirecta (IFI) (Lanotte e al, 1974; Tesouro, 1984; Berenger, 1988; Slappendel,
1988; Cairé ef Font, 1991; Franc, 1993; Roze y Pages, 1994; Tesouro e al, 1995¢) y distintos tipos de
enzimoinmunoensayo (ELISA) (Ho ef al, 1983; Slappendel ef Greene,1990; Guy e al, 1993) (Dot-
ELISA (Pappas e al, 1983; Ferrer ef al, 1995; Mancianti ef al, 1996; Fisa et al, 1997), ELISA
indirecto (Martin et al, 1996), 70kD ELISA (Okong'o-Odera, 1993), micro-ELISA (Rassam ef Al-
Mudhaffar, 1980)).

Ambas técnicas muestran una gran correlacion entre los niveles de anticuerpos
obtenidos por cada una de ellas (Fisa ef o/, 1997) y tienen una alta sensibilidad y especificidad
(Rodriguez et al, 1988; Mancianti et al, 1995; Garcia-Verdugo, 1996). El umbral de positividad para
la IF1 suele establecerse alrededor de la dilucion 1/100 (Quilici ef al, 1968; Lanotte ef af, 1974;
Dunan, 1978; Tesouro, 1984a; Franc, 1993; Dye ef al, 1993; Kontos ef Koutinas, 1993; Laruelle-Magalon
et Toga, 1996) pero es variable dependiendo del laboratorio (Laurelle-Magatlon ef Toga, 1996).
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El método ELISA resulta particularmente interesante para poder analizar rapidamente
una muestra muy numerosa (Jiménez, 1987; Laruelle-Magalon et Toga, 1996), como ocurre en los
estudios de seroprevalencia (Garcia, 1994). La ventaja de la TFI es que permite realizar el
seguimiento de! enfermo (Roze ef Pages, 1994; Vercamen ef De Deken, 1996; Millesimo ef al, 1996).

Los resultados de la serologia deben interpretarse en conjunto con el cuadro clinico
(Ferrer, 1992) y laboratorial (Martinez et Lloret, 1992), ya que la experiencia clinica en paises
endémicos ha demostrado que algunos animales infectados permanecen seronegativos (Ferrer
et al, 1995), sobre todo, cuando €l umbral de positividad por IF1 es > 1/100 (Dye e al, 1993). Por
el contrario, algunos autores sefialan que en casos seropositivos sin enfermedad clinica ni
laboratorial nunca han encontrado parasitos en médula 6sea y la mayoria de estos casos se
han negativizado con ¢l tiempo, aunque algunos han acabado por presentar signos clinicos y
laboratoriales con puncion medular positiva (Martinez ef Lloret, 1992).

Un resultado positivo con el clasico cuadro seria suficiente para el diagndstico, pero
habria que ser precavidos en caso de un titulo positivo o dudoso con lesiones incompatibles
con €l diagnostico (Ferrer, 1992; Kontos et Koutinas, 1993), puesto que las técnicas serologicas
verifican la presencia de anticuerpos pero no prueban la enfermedad activa (Ferrer, 1997b). En
cualquier caso, hay que tener en cuenta que los perros infectados rara vez eliminarian el
parasito espontaneamente sin presentar signos clinicos de la enfermedad (Lanotte et af, 1979),
por lo que un titulo positivo indicaria enfermedad actual (Slappendel, 1988).

Una serologia negativa no descarta leishmaniosis cuando se realiza de forma rutinaria
(Slappende), 1988). En los casos por debajo del umbral de positividad hay que mantener la
hipétesis, al menos en principio, de que el amimal sufra otro proceso, de que tenga
verdaderamente leishmaniosis pero esté en periodo de incubacion y la tasa de anticuerpos
especificos sea todavia muy débil (Bourdoisean, 1993), de que la respuesta inmunitaria humoral
del hospedador sea muy pobre (Dunan, 1978; Ferrer et al, 1995) o de que se hayan producido
contactos parasito-hospedador sin que el parésito haya llegado a establecerse debido a una
resistencia natural del hospedador (Fisa ez al, 1997).

En estos casos dudosos es recomendable repetir la determinacion 15-30 dias después
para evitar falsos negativos (Dunan, 1978; Euzeby, 1982; Ho ef al, 1983; Haas e al, 1988; Ferrer et al,
1995). Si la reaccion es positiva a una tasa de dilucion sérica superior a dos diluciones con
respecto a la primitiva (seroconversion), podemos considerar al animal como leishmaniosico
(Euzeby, 1982),

Finalmente, hay que tener en cuenta que dependiendo de la sensibilidad v
especificidad de la prueba usada puede haber un mayor o menor porcentaje de falsos
positivos ¢ negativos (Slappendel ef Greene, 1990},

Los animales inmunodeprimidos sometidos a corticoterapia abusiva o antibioterapia,

pueden dar falsos negatives, en especial con las técnicas serologicas (IFI y ELISA) (Punan,
1978; Euzeby, 1982).

En individuos VIH positivos con leishmaniosis probada la ausencia de titulos
sugestivos se ha relacionado con la profunda alteracion del sistema inmunitario que acompafia
al SIDA (Martinez et al, 1987).
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El diagnéstico de leishmaniosis en estos casos deberia basarse en cultivos de muestras
en medios apropiados, ya que muchos de estos pacientes presentan titulos de anticuerpos
insignificantes frente a Leishmania (Berenguer et al, 1989; Serra ef al, 1997; Caiiavate et al, 1997) e,
incluso, ausencia de visualizacion de amastigotes en extensiones de médula Osea y, sin
embargo, dan lugar a cultivos positivos (Berenguer e af, 1989). El xenodiagnostico indirecto,
como ya se ha mencionado, seria otra buena alternativa diagndstica en este tipo de pacientes
(Molina et al, 1994b).

Otros autores consideran ¢l empleo de la leucoconcentracion como una técnica facil,
rapida y barata para el diagnostico de leishmaniosis a partir de sangre periférica. Los
resultados obtenidos con esta técnica en pacientes VIH positivos serfan muy supetiores en
comparacion con otros métodos diagnosticos como el examen de cultivos de muestras
sanguineas y las extensiones de médula 6sea (Izri e al, 1996).

Ademas, hay que tener presente la posibilidad de reacciones cruzadas con otros
procesos. Asi, en medicina humana la tuberculosis (Giauffret e of, 1976), el paludismo vy la
tripanosomiasis pueden dar lugar a falsos positivos (Quilici e o/, 1988). En el perro se han
descrito reacciones cruzadas entre diferentes especies de Leishmania (Slappendel, 1988), cosa
que no ocurre ni con la piroplasmosis (Dunan, 1978) ni con la ehrlichiosis (datos no publicados
(Servicio de Diagnéstico de ehrlichiosis canina).

Ensayos experimentales muestran la posibilidad de utilizar un PEG-ELISA (polietilen
glicol enzyme-linked immunosorbent assay) para la deteccion de antigenos parasitarios
especificos en inmunocomplejos circulantes (Azazy e af, 1994). Esto seria analogo al
diagnostico parasitologico directo y podria salvar algunos problemas como los falsos
negativos obtenidos con los métodos serologicos habitualmente empleados (especialmente
frecuentes en personas afectadas de SIDA (Martinez et al, 1987; Alvar e al, 1997)) o la posible
persistencia de anticuerpos en individuos ya curados que darian lugar a falsos positivos (Azazy
et al, 1994).

El inmunoblotting es una técnica serologica altamente sensible y especifica (Mary et al,
1992; Cardeiiosa ef al, 1995; Garcia-Verdugo, 1996; Aisa, 1997) y de gran valor diagnéstico, capaz
de detectar la infeccion mas precozmente que la IFI (Carrera ef al, 1996; Berrahal et al, 1996;
Garcia, 1994). Sin embargo, es muy laboriosa, hay que invertir mucho tiempo en realizarla y no
es una prueba cuantitativa (Neogy ef o, 1992; Aisa, 1997), por lo que no resulta practica (Rolland
et al, 1994) y su aplicacion se limita a laboratorios altamente especializados (Denerolle, 1996;
Ferrer, 1997b).

En la actualidad se estan desarrollando nuevos métodos de diagnostico mas rapidos y
eficaces, como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Berrahal e al, 1996; Vesco et
al, 1997; Osman et al, 1997; Piarroux, 1997; Ferrer, 1997b), que utilizan indicadores disefiados a
partir de secuencias conservadas en el DNA de los minicirculos del kinetoplasto (Bhattachayra
et al, 1996; Barker et al, 1997) 0 sondas de DNA especificas de especie (Das Gupta et al, 1991;
Pearson e Queiroz, 1996); técnicas que permiten detectar cantidades muy pequefias de parasitos
en el torrente sanguineo (Berrahal et o/, 1996; Bhattachayra et al, 1996) 0 en médula Osea y que
podrian ser qtiles, ademas, en la deteccion de infeccion en animales clinicamente curados tras
la terapia especifica (Roura et al, 1997; Steuber et al, 1997).
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Ocasionalmente, algunos autores han realizado el diagnostico basandose en la buena
respuesta al tratamiento especifico cuando el resultado parasitologico por puncion de médula
Osea fue negativo (Cambronero ez af, 1983),

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL Y
CONCURRENCIAS

Debido a la gran variedad de sintomas que pueden aparecer en el curso de la
leishmaniosis canina, a menudo, resulta necesario hacer ¢l diagnéstico diferencial con otras
muchas patologias, principalmente, otras dermatosis vy otras enfermedades crénicas y
caquectizantes (Franc, 1993).

El adelgazamiento y abatimiento pueden aparecer en otros procesos como parasitosis,
anemia, carencias alimentarias, enteropatias, neoplasias, etc (Bourdoiseau, 1993).

Los sintomas dermatologicos son, a veces, muy equivocos y es necesario
diferenciarlos de enfermedades cutaneas (Slappendel, 1988) que cursan como dermatosis
descamativas no pruriginosas (adenitis sebacea granulomatosa idiopatica (Kontos ef Koutinas,
1993), tifias, demodicosts, procesos queratoseborreicos) (Bourdoisean, 1993) 0 como dermatosis
ulcerativas (dermatitis acral por lamido, neoplasia, granulomas micéticos). En las formas
nodulares el diagnostico diferencial incluye quistes cutaneos, mastocitoma vy linfoma cutaneo,
mientras que en las formas pustulares incluye pénfigo folidaceo, pénfigo eritematoso,
dermatosis pustular subcorneal y pustulosis eosinofilica estéril (Ferrer et al, 1988b; Dow, 1995).
En casos en los que se detectan lesiones nodulares en mucosas puede ser necesario el
diagnostico diferencial con granulomas eosinofilicos 0 micobacterianos, micosis generalizada,
neoplasia €, incluso, con tumor venéreo transmisible (Sanchez Botija, 1936; Font et af, 1996b).

La epistaxis es comun a otras patologias como tumores nasales, ehrlichiosis, etc
(Schaer ez al, 1985; Kontos ef Koutinas, 1993; Bourdoiseau, 1993; Caird, 1994; Sainz, 1996).

Es importante tener presente el lupus eritematoso sistémico (LES) en el diagndstico
diferencial de la leishmaniosis (Ferrer et al, 1988b; Bourdoiseau, 1993). A menudo, resulta dificil
distinguir estos dos procesos ya que ambas son enfermedades multisistémicas que tipicamente
se presentan con una historia y un cuadro clinico similares (Kontos et Koutinas, 1993). Esta
confusion se acentia ante el hecho de que la incidencia de anticuerpos antinucleares (ANA)
en perros leishmanidsicos es relativamente alta (Slappendel, 1988; Lucena et af, 1996). La toma de
biopsias de piel, para su estudio histopatologico, ayuda a diferenciar estas dos enfermedades
debido a la presencia de vesiculas suprabasales (dermatitis hidropica interfase) con o sin
engrosamiento de la membrana basal en el LES frente a la dermatitis granulomatosa
perianexal de la leishmaniosis (Kontos e Koutinas, 1993).

También hay que tener en cuenta el diagnostico diferencial con desérdenes

endocrinos, otros procesos infecciosos y enfermedades mielo y linfoproliferativas (Stappendel,
1988).
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En medicina humana el diagnostico diferencial debe hacerse con salmonelosis,
brucelosis, tuberculosis o histoplasmosis que pueden presentarse como esplenomegalias
febriles (Vitoria, 1984).

Por otro lado, hay que contar siempre con la posibilidad de concurrencia con otras
patologias, muy especialmente si tenemos en cuenta la larga duracion que puede llegar a
tener la leishmaniosis. La depresion en la inmunidad mediada por células inducida por
Leishmania podria explicar por qué la demodicosis (Sanchez Botija, 1936; Keenan et al, 1984;
Lamothe, 1997b), dermatofitosis (Cabassu er al, 1988a) y otras enfermedades hemoparasitarias
(como ehrlichiosis (Schaer er al, 1985; Varela, 1992; Sainz et af, 1993; Tesouro ef Sainz, 1995b),
filariosis (Sanchez Botija, 1936; Wohlsein ef a/, 1996) y piroplasmosis (Varela, 1992; Niiiez-Torrén e
al, 1996)) se asocian con frecuencia a la leishmaniosis (Kontos ef Koutinas, 1993).

Otros procesos como infecciones bacterianas cutaneas (Cabassu e af, 1988a),
tuberculosis (Sanchez Botija, 1936), hipotircidismo y tumores linfoides (Cairé e Font, 1991),
también se han visto asociados con alguna frecuencia a la enfermedad que nos ocupa.

TRATAMIENTO

Actualmente, no esta claro qué agente o combinacion de agentes, dosis o duracion de
1a terapia son los mas efectivos frente a la leishmaniosis (Moss e Wilson, 1992; Alvar et al, 1997).
Por este motivo, son muchos los farmacos relacionados con el tratamiento de esta
enfermedad; desde los que ya han dejado de emplearse hasta los que, todavia hoy, se
encuentran en fase experimental. Dentro de esta amplia bateria de farmacos se incluyen
agentes especificos frente a ZLeishmamia spp., moduladores del sistema inmunitario
(inmunoestimulantes ¢ inmunosupresores) y medicamentos utilizados como terapia de apoyo
para resolver complicaciones que, en ocasiones, se asocian a este proceso.

ANTIMONIALES

A prncipios de siglo empiezan & utilizarse los antimoniales en el tratamiento de la
leishmaniosis visceral, inicialmente, en su forma tnvalente como el tdrtaro emético
(introducido en Italia por Di Cristina y Caronia en 1915), el antimosdn y el necantimosain
(Botet et Portis, 1993). Su elevada toxicidad hace que el uso de éstos se desplace en favor de los
antimomiales pentavalentes (Gonzalez, 1955; Velasco, 1987), tales como ¢l estibosdn,
neostibosdn y solustibosdn (empleado por primera vez en el tratamiento de la leishmaniosis
visceral en India y China en 1937) (Croft, 1988; Botet ez Portis, 1993) y, posteriormente, el
antimoniato de N-metil glucamina o antimoniato de meglumine (Glucantime®) y el
estibogluconato de sodio (Pentostam®) que, en la actualidad, contintian siendo los fairmacos
de eleccidn en el tratamiento de esta enfermedad (Euzeby, 1988; Slappendel ef Greene, 1990; Moss
et al, 1992; Botet ¢f Portiis, 1993; Kontos & Koutinas, 1993; Tesoury & al, 1995¢; Denerolle, 1996;
Ferrer, 1997b). El primero se comercializa en zonas latinas y francofonas, mientras que ¢l
segundo se distribuye preferentemente en paises anglosajones (Quilici et of, 1988; Lagardere
al, 1992).
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ANTIMONIATO DE MEGLUMINE
Y ESTIBOGLUCONATO SODICO

El Glucantime® es una solucion al 33% de antimoniato de N—metll glucamina (o de
meglumine) que contiene un 28.35% de antimonio pentavalente (Sb™). Por su parte, el
Pentostam® esta compuesto por estibogluconato de sodio en una solucion al 10% de
antimonio pentavalente (Quilici ef af, 1988).

Estos dos medicamentos son muy parecidos en su eﬁcama y toxicidad (Lagardere et al,
1992); la dlferenma principal radicaria en la concentraclon de Sb™" que hay en cada uno de ellos
(100 mg Sb”*/ml en el Pentostam® y 85 mg Sb” /ml en el Glucantime®).

Sin embargo, €l examen del contenido en antimonio pentavalente y trivalente (Sb™')
de ambos productos, mediante tecmcas de determinacion especificas, ha desvelado la
presencia de concentramones de Sb™* superiores a las declaradas por los fabricantes, asi como
la existencia de Sb”" en todas las ampollas analizadas (Franco et al, 1995).

Mecanismo de accion:

El mecanismo de accion de los antimoniales no es, todavia hoy, bien conocido pero
parece que estos compuestos destruyen las leishmamas bloqueando la formacion de GTP y
ATP (Berman et af, 1985b; Berman e Grogl, 1989; Ferrer, 1992) inhibiendo dos enzimas dentro del
metabolismo del parasito; la fosfofructoquinasa (Euzeby, 1982; Velasco, 1987; Berman ef Grogl,
1989; Franc, 1993) y la piruvatodehidrogenasa (Euzeby, 1982; Franc, 1993).

Tampoco gran cosa se sabe acerca de su cinética, metabolismo y cantidad de
antimonio (Sb) que se reduce a la forma trivalente, considerada mucho mas activa que la
pentavalente (Strobel e al, 1979; Velasco, 1987; Tassi ¢ «l, 1994) ya que, en perros, no existen
estudios rigurosos sino sdlo datos parciales sobre estos aspectos (Ferrer, 1992).

Tassi y col. (1994) realizan un ensayo sobre farmacocinética antlmomal en el que
se utiliza Glucantime® en perros sanos en una Gnica dosis de 25.6 mg Sb’ /kg (0.3 ml de
Glucantime®/kg) por via intravenosa (IV), intramuscular (IM) y subcutanea (SC). Este
ensayo refleja como con la administracion endovenosa, la concentracion maxima de Sb en
suero se obtiene con gran rapidez {a los 5 minutos), pero los valores caen por debajo de los
minimos de deteccion en tan solo 2 horas. Por via IM, el pico maximo se consigue entre los
90 y 120 minutos, manteniéndose luego en una meseta durante 1 ¢ 2 horas, para alcanzar el
minimo de deteccion a las 4 horas post-inyeccion, En aplicacion SC los valores mas altos se
logran entre las 3 y las 5 horas; no aparece meseta pero estos valores disminuyen muy
lentamente hasta caer por debajo del limite de deteccion de Sb 18 horas después de haber sido
administrado el Glucantime®. Este experimento demuestra que las concentraciones de Sb
que se alcanzan en sangre son similares administrando la droga intramuscular o
subcutaneamente. Sin embargo, la persistencia de antimonio en el organismo es sensiblemente
mayor st se emplea la via SC, lo que permitiria sugerir ésta Gltima como la mas conveniente
(Tassi et al, 1994).
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Valladares y col. (1996) llegaron a resultados parecidos, tras llevar a cabo un
expenimento de semejantes caracteristicas, aunque las concentraciones plasmaticas de Sb
fueron de tres a cuatro veces mas bajas que las detectadas por Tassi y col. (1994). Ademas,
constataron que el 80% de la droga fue excretada durante las primeras nueve horas,
independientemente de la via de administracion (Valladares e al, 1996).

En cualquier caso, el método de deteccion de antimonio seguido en estos ensayos no
distingue entre las formas tri y pentavalente, lo que impide conocer la cantidad de este
elemento que se reduce a la forma activa. En consecuencia, no se puede llegar a una
conclusion definitiva sobre la eficacia del Glucantime®, en el tratamiento de la leishmaniosis
canina, en funcion de la via de administracién. Seria necesario investigar la cinética del Sb tras
la aplicacion de dosis multiples, la cantidad de Sb™* que se reduce y la distribucién de sus
concentraciones en los distintos érganos {en los que podria ser mas facil alcanzar al parasito)
(Tassi et al, 1994).

En el hombre, Chulay y col. (1988) han puesto de manifiesto la notable similitud entre
la farmacocinética del antimoniato de N-metil glucamina y la del estibogluconato sodico
cuando ambos productos se administran a dosis equivalentes de antimonio pentavalente. Esto
podria explicar la mayor incidencia de efectos colaterales en pacientes tratados con las
posologias propuestas por los fabricantes de Glucantime®, pues el contenido en Sb”* de las
dosis diarias recomendadas son de 1.7 a 2.8 veces mayores que las aconsejadas para el
Pentostam®.

Estos autores han observado la existencia de una acumulacion de la droga en el
organismo a lo largo del tratamiento. Asi, los individuos sometidos a una terapia antimonial
de 10 mg de Sb’/kg/dia via IM durante 30 dias, presentaron un aumento gradual en la
concentracion nadir (pre-inyeccion) de antimonio que Hegd a ser cuatro veces mayor al final
del tratamiento (Chulay et al, 1988).

Por otra parte, tras la administracion de Pentostam® IM (600 mg de Sb5+), en
pacientes humanos con leishmaniosis cutanea, parece existir una buena penetracion de
antimonio en piel (sana o con lesiones) y, ademas, seria retenido durante mas tiempo en este
tejido que en la sangre (Al Jaser et al, 1995).

Hay que tener en cuenta, sin embargo, que la presencia de antimonio trivalente en los
preparados antimoniales, detectada por algunos investigadores, destaparia cuestiones
importantes concernientes a la estabilidad y estandanizacion del producto, asi como al impacto
que podria tener este hallazgo en la interpretacion de estudios clinicos y farmacocinéticos
(Franco et al, 1995),

Experimentalmente i vivo los antimoniales han mostrado su actividad frente a
L.donovami (Troter et al, 1980) y L.infantum (Buffet e al, 1996). In vifro se ha evidenciado una
mayor sensibilidad a los antimoniales pentavalentes por parte de los amastigotes en
comparacion con los promastigotes de L.infartum (Méndez, 1997), L.donovani (Epheros e al,
1997) y L.tropica. La efectividad de los antimoniales no solo seria dosis-dependiente (Eslami e
al, 1996), sino que dependeria también de la cepa (Fuéri e al, 1997; Epheros et al, 1997) y de la
fase de crecimiento en la que se encontrara el parasito dentro del macréfago en el momento
de instaurar la terapia, siendo particularmente efectivo en la fase proliferativa (Eslami e af,
1996),
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Segln algunos autores los antimoniales serian mas activos frente a los amastigotes
extracelulares, durante los cortos momentos en que pasan de una célula a otra (Mattock e
Peters, 1975), mientras que otros han sugerido que los macrofagos podrian concentrar o
metabolizar estas sustancias para aumentar su toxicidad (Berman et Wyler, 1980). Estudios
recientes, no obstante, indican que la susceptibilidad a estos compuestos es macréfago-
independiente (Epheros et af, 1997).

Posologia:

Los protocolos terapéuticos (dosis, via de administracion, pauta y duracion del
tratamiento) varian considerablemente de unos autores a otros (tanto en medicina humana
(Gradoni ef al, 1995) como en medicina veterinaria (Tesouro et al, 1995¢; Ferrer, 1997b)) debido,
como ya se ha mencionado, al desconocimiento que sobre la farmacocinética y metabolismo
de los antimoniales existe atin en nuestros dias.

Las dosis de Glucantime® que habitualmente se utilizan en el tratamiento de la
leishmaniosis canina estan en torno a los 100 mg de antimoniato de N-metil glucamina/kg
(equivalente a 28.35 mg Sb>'/kg) en inyeccién diaria (Mancianti et af, 1988; Slappendel, 1988;
Tassi, 1989; Cairo e Font, 1991; Ferrer, 1992; Brandonisio et al, 1996; Denerolle, 1996) pero también
encontramos quienes duplican (Bussieras, 1977b; Rigal ef af, 1983; Martinez ef Lloret, 1992;
Denerolle,1996) o, incluso, triplican (Euzeby, 1988; Kontos e Koutinas, 1993) estas dosis
administrandolas en dias alternos.

Por su parte, el Pentostam® suele emplearse a dosis mas bajas (alrededor de 10-20
mg Sb’'/kg) (Reiter o al, 1985; Reusch et Reiter, 1987; Zijlistra et af, 1993} aunque,
experimentalmente en perros, se ha administrado a dosis superiores (50 mg Sb’/kg) con
buenos resultados (Reiter f af, 1985).

Los antimoniales se aplican parenteralmente (Berenger, 1988), ya que son inactivos
por via oral (Croft, 1988; Denerolle, 1996). Algunos prefieren la via intravenosa (IV) (Kontos e
Koutinas, 1993) para evitar los posibles efectos colaterales derivados de la inyeccion
intramuscular (IM), como formacion de abscesos y fibrosis secundaria en el lugar de
inoculacion (Longstaffe ez Guy, 1986; Slappendel, 1988) 0, en pacientes con una importante
trombocitopenia, para impedir posibles hemorragias musculares debidas al traumatismo
producido por la penetracion de la aguja (Euzeby, 1982).

Aun con este riesgo, la via intramuscular se utiliza con tanta o mas frecuencia que la
endovenosa (Bussieras, 1977b; Euzeby, 1982; Rodriguez ef al, 1984; Croft, 1988; Tesouro et al, 1995¢;
Brandonisio et al, 1996). En el departamento de Patologia Animal II de nuestra Facultad, la via
IM ha sido la mas empleada hasta hace muy pocos afios, entre otras razones porque permite
que el tratamiento sea aplicado por los duefios de los perros enfermos. Los efectos
secundarios inherentes al empleo de esta via han sido escasos y solo, en algunas ocasiones, se
ha observado tumefaccion local en el punto de inyeccion que remite al suspender la
administracion de Glucantime® en la zona afectada (Tesouro e al, 1995¢).

35



Aunque hasta hace unos afios las referencias relativas al empleo de la via subcutanea
(SC) eran muy escasas (Bergeaud, 1983; Slappendel, 1988; Tesouro e al, 1995¢), lo cierto es que
cada vez son mas los que se inclinan por ¢l uso de esta via (Roze et Pages, 1994; Denerolle, 1996;
Ferrer, 1997b), inducidos probablemente por los resultados de estudios farmacocinéticos
recientes que sugieren que esta forma de administrar los antimoniales seria la mas
conveniente, pues la permanencia de Sb en el organismo es superior a la que proporciona la
via IV y su aplicacion comporta menos riesgos de irritacion local que la via IM (Tassi et af,
1994; Valladares e al, 1996).

Algunos, siguiendo las indicaciones del laboratorio fabricante (Guia de Productos
zoosanitarios Veterindustria, 1994), diluyen previamente el antimomial en suero fisiologico
(Crende ez al, 1992). Al igual que ocurre cuando se elige la via IM, la medicacion puede ser
administrada por el propietario y, ademas, es menos dolorosa y se reduce el riesgo de
tumescencia o enquistamiento, aungue no se elimina por completo (Slappendel, 1988).

Curiosamente, hemos encontrado un caso en el que se empled Glucantime® via IM
(a dosis de 100 mg de antimoniato de meglumine/kg/dia) y oral (1.5 g/dia) conjuntamente. Se
trataba de un pastor aleman en el que el signo primario de la enfermedad era una diarrea
cronica. La evolucion fue favorable (Ferrer et af, 1991).

A pesar de la ausencia de estudios al respecto, se ha sugerido la via intrarrectal como
alternativa a la inyeccion parenteral de los antimoniales, particularmente en mifios,
suministrando el medicamento previamente diluido en solucion salina a través de un catéter
(Marsden, 1996).

También se ha hecho referencia al uso de estas drogas en aplicacion topica
(intradérmica sub o paralesional (Quiles f @), 1979)} en nddulos cutaneos, con algun éxito
(Slappendel ef Greene, 1990). La administracion intralesional de estibogluconato sédico en dias
altenos o una vez por semana, en leishmaniosis cutinea, parece mas eficaz que los
tratamientos locales diarios (Tallab ez al, 1996).

La pauta y duracién del tratamiento son los puntos en los que encontramos las
mayores divergencias dentro de la bibliografia consultada. Las pautas varian desde 1 hasta 3
ciclos, con una duracion por ciclo de 5 a 60 dias e intervalos de descanso entre ellos no
inferiores a 7 dias ni superiores a un mes (Rigal et al, 1983; Longstaffe ef Guy, 1986; Mancianti e al,
1988; Berenger, 1988; Euzeby, 1988; Slappendel, 1988; Tassi, 1989; Cairé e Font, 1991; Ferrer, 1992;
Martinez ef Lloret, 1992; Roze e Pages, 1994; Wasunna &f al, 1995; Tesouro ef al, 1995¢; Denerolle,
1996).

Con todo, los protocolos mas frecuentemente seguidos para el tratamiento de la
leishmaniosis canina utilizan en torno 20-30 inyecciones de antimoniato de meglumine (SC,
IM o IV) a dosis de 100 mg/kg en aplicacion diaria (Slappendel et Greene, 1990; Cairé et Font,
1991; Frane, 1993; Gascon, 1994; Denerolle, 1996), en dias alternos (Bergeaund, 1988; Liste ef Gascon,
1994; Font et al, 1996b) 0 con intervalos de descanso de 10-15 dias (Mancianti e /, 1988; Ferrer,
1992; Brandonisio ¢ af, 1996). De todos modos, pautas en las que se emplean concentraciones
mas altas de antimonio con una duracion parecida, han mostrado su eficacia terapéutica con
una toxicidad similar a la que producen las dosis habitualmente empleadas (Euzeby, 1988;
Martinez ef Lloret, 1992; Alvar ef al, 1994; Poli <t al, 1997).
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Mendoza y col. (1983), por su parte, con dosis claramente inferiores a 100 mg de
antimoniato de meglumine/kg (1 amp/dia en un dalmata adulto) necesitaron 3 ciclos de 33, 37
y 80 dias para conseguir la remision clinica del animal (Mendoza et al, 1983).

El protocolo recomendado por la OMS para el tratamiento del kala-azar es: 20 mg
Sb” /kg/dia, hasta un maximo de 850 mg, durante un minimo de 20 dias. El tratamiento debe
continuar hasta dos semanas después de la curacion parasitologica. La via de administracion
puede ser intramuscular o intravenosa. La inyeccion [V debe hacerse lentamente (durante
cinco minutos) con aguja fina (23-25 G; 0,6-0,5 mm.) para evitar todo riesgo de trombosis
(OMS, 1990; Gradoni et al, 1995). Herwaldt y Berman (1992), basindose en su experniencia
clinica y en otros estudios, son de la opinién de que la medicacion deberia administrarse sin
limite maximo de dosificacion, ya que la eficacia terapéutica es mejor y los efectos toxicos no
son significativamente superiores. Estos autores, ademas, recomiendan tratar la leishmaniosts
visceral durante tres semanas (Herwaldt e Berman, 1992a).

Las dosis y pautas de administracion de Glucantime® recogidas en la bibliografia
difieren, a menudo, de las propuestas por el laboratorio productor tanto para €l tratamiento
de la leishmaniosis humana (60-100 mg/kg/dia via IM, en dos series de 12-15 inyecciones y
un reposo de 15 dias entre las dos series (Catdlogo de Especialidades Farmacéuticas, 1996) como
canina (2 ¢ 3 tandas de 10-15 inyecciones, a dosis de 100-200 mg/kg/24-48 h via IM, 1V,
intraperitoneal o SC, con intervalos de descanso de 10 dias). El laboratoric recomienda
utilizar, inicialmente, la mitad de la dosis e ir aumentandola progresivamente hasta la dosis
aconsejada, particularmente cuando la perfusion renal estad reducida (Guia de Productos
Zoosanitarios Veterindustria, 1994).

Aunque en el kala-azar infantil esta pauta parece haber sido efectiva (Cambronero et al,
1983), segln Denerolle (1996) la aplicacion del protocolo del fabricante no resulta
satisfactoria trente a la leishmaniosis canina, porque el mimero de inyecciones es insuficiente
para obtener la curacion clinica completa y en las recidivas su eficacia disminuye (Denerolle,
1996).

Efectos colaterales:

Pese a su mala fama, el Glucantime® y el Pentostam® podrian considerarse dos de
los compuestos con menor toxicidad de entre todos los que hay disponibles en el mercado
para el tratamiento de la leishmaniosis (Euzeby, 1982; Tassi, 1989) y, de hecho, suelen ser bien
tolerados (Roze ef Pages, 1994). Los efectos colaterales son normalmente reversibles y solo en
raras ocasiones €s necesario interrumpir la terapia (Herwaldt ef Berman, 1992a).

A pesar de las consecuencias nocivas de estos preparados sobre el rifion, descritas en
humanos, los antimoniales muestran poca nefrotoxicidad en los perros. Excepcionalmente,
algunos perros presentan intolerancia al Glucantime® que puede traducirse en una
insuficiencia renal moderada y reversible tras suspender su administracion (Naskidachvilli et
Peroux, 1988; Denerolle, 1996).
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Sin embargo, la experiencia cotidiana indica la preexistencia, casi sistematica, de una
glomerulonefritis previa a la terapia. Seria la instauracion del tratamiento, ante la ignorancia
de esta situacion, lo que haria que las lesiones renales se atribuyeran al Glucantime®
(Denerolle, 1996). Es mas, a pesar de que en medicina humana se desaconseja su emplec en
tales circunstancias (Vitoria, 1984), el Glucantime® podria usarse en la leishmaniosis canina
asociada a insuficiencia renal a dosis reducidas (Naskidachvilli ef Peroux, 1988). Este tratamiento,
combinado con una dieta adecuada y otras medidas de apoyo, seria capaz de proporcionar
resultados alentadores, incluso en casos desesperados (Kontos ef Koutinas, 1993).

Aun asi, no hay que olvidar que todos los antimoniales son, en alguna medida, toxicos
pues provocan la union de grupos sulfhidrilo (-SH) (Euzeby, 1982; Léonard ef Gerber, 1996) y
alteran la estructura terciaria de las proteinas, asi como los lugares de accion de numerosas
enzimas (Euzeby, 1982).

En consecuencia, a veces se presentarian signos de estibointolerancia, que se
manifiestan tras las primeras inyecciones y remiten al suspender la terapia, o signos de
estibotoxicidad, que aparecen al final del tratamiento (Tassi, 1989) y suelen ser el reflejo de
una posologia excesiva (Vitoria, 1984). Estos signos pueden consistir en fiebre y tos
persistentes, mialgias, artralgias, vOomitos y diarreas, hemorragias, dolores de cabeza,
sincopes, erupciones cutaneas, dolor abdominal, apatia, inapetencia, rigidez local y
complicaciones renales o hepaticas (Vitoria, 1984; Rodriguez ef al, 1984; Euzeby, 1988; Tassi, 1989;
Mattot et al, 1992; Ferrer, 1997b; Aronson et af, 1997).

En medicina humana, la aparicion de pancreatitis aguda (Barthet et al, 1994), con
elevacion de las enzimas pancreaticas (Arenson ef o/, 1997) (amilasa y lipasa), parece ser un
efecto secundario al uso de antimoniales bastante habitual. Las nauseas, vomitos y dolor
abdominal, observados con frecuencia tras la instauracion de la terapia, podrian ser signos de
una pancreatitis que suele remitir sin necesidad de interrumpir la terapia (Gasser et al, 1994).

También y como se ha dicho cuando hablamos de la posologia, pueden aparecer
abscesos o tumefaccion local en el punto de inyeccion (Longstaffe et Guy, 1986; Roze f Pages,
1994; Denerolle, 1996). Asimismo, se ha puesto en evidencia una cierta cardiotoxicidad, tanto
con el antimoniato de meglumine (Mattot f a/, 1992) como con el estibogluconato sodico,
sobre todo, cuando se administran dosis elevadas (Herwaldt ef Berman, 1992a). que, al igual que
el resto de los efectos colaterales al tratamiento, suele ser reversible (Aronson ef al, 1997).

Con el fin de limitar la aparicién de estos efectos se ha propuesto la reduccion de la
dosis en las primeras inyecciones del tratamiento, ya que esto permitiria testar la
susceptibilidad del sujeto y podria descubrir las posibles reacciones de intolerancia (Strobel e
al, 1979).

Con cierta frecuencia, tras los primeros dias de la instauracion de la terapia, se
produce un empeoramiento del estado general acompafiado de postracion (Franc, 1993;
Denorolle, 1996) que resulta muy inquietante para el duefio. Esta exacerbacion de los sintomas
es imputable a la lisis de leishmanias que provocaria una liberacién masiva de antigenos
parasitarios (Bourdoiseau, 1993).

38



Paralelamente, estudios experimentales en hamsters (Pal ef af, 1995) y en perros
(Pospischil et al, 1987) han revelado aumentos del titulo de anticuerpos a los pocos dias de
iniciar el tratamiento, lo que ha sido igualmente atribuido a la liberacion masiva de antigeno
por la muerte de los amastigotes y la consiguiente estimulacion del sistema inmunitario.
Después, las tasas de anticuerpos descienden (Pal ef af, 1995). Asimismo, el empeorarmiento es,
en la mayor parte de los casos, pasajero y permite la continuacion del tratamiento
(Bourdoiseau, 1993),

En medicina humana también se ha descrito esta intensificacion de los sintomas, lo
que tampoco implica la necesidad de interrumpir o alterar la terapia (Moss et al, 1992).
Excepcionalmente, se han descrito cuadros severos con desarrollo de una coagulacion
intravascular diseminada (CID) en perros (Font et al, 1994) y en personas, que también se ha
relacionado con una respuesta inmunitaria exagerada (Mesejo et al, 1993).

Por otro lado, se ha sugerido que la aparicion de una toxicidad subaguda podria estar
relacionada con la dosis total de antimonio diaria, ya que dosis de 20 mg Sb”"/kg tres veces al
dia provocan, casi siempre, malestar, nauseas y anorexia, cosa que normalmente no ocurre
cuando se administra una sola dosis diaria de 20 mg Sb5+/kg (Bryceson et al, 1985b).

Otra posible complicacion post-terapéutica que hay que considerar es la aparicion de
nodulos cutaneos granulomatosos (Rosychuck ef White, 1991; Slappendel, 1988), uveitis y/o
queratoconjuntivitis ulcerosa (Slappendel, 1988) en perros, durante el tratamiento con
Glucantime® y que se han descrito como reacciones de hipersensibilidad al parasito. La
estiboterapia parece desviar el estado inmunopatologico del animal de anérgico hacia un
estado alérgico, sin que se alcance la curacion definitiva (Slappendel, 1988 e Greene).

Estas situaciones son comparables a la leishmaniosis dérmica post-kala-azar
(PKDL) que se da en el hombre (Slappendel, 1988) y que se caracteriza por la aparicion de
lesiones maculopapulosas o nodulares en la piel durante el tratamiento o, incluso, varios
meses después de haberse finalizado la terapia (Sierra, 1981; El Hassan ef 4/, 1992; Ramesh, 1996;
Gasim ¢t al, 1997). Este tipo de lesiones difieren de la leishmaniosis cutanea autolimitante
(boton de Oriente) en que la carga parasitaria es menor y en que no se produce necrosis de
los macrofagos parasitados. Los pacientes adquiriian un grado de inmunocompetencia
suficiente para eliminar una buena parte de los parasitos del organismo, pero serian incapaces
de acabar por completo con la infeccion. La baja carga parasitaria seria tolerada y el proceso
se cronificaria (El Hassan et al, 1992), pudiendo persistir durante mas de 10 afios (Ismail et al,
1997). Otras veces, se produce la curacion espontanea, sin tratamiento, en unos pocos meses
(Gasim et al, 1997).

Se desconoce por queé, tras la estiboterapia, las leishmanias aparecen en la piel y si el
protozoo es totalmente eliminado o no de las visceras (El Hassan ef al, 1992), En hamsters
experimentalmente infectados con L.donovani, Pal y col.(1989) han observado que, tras el
tratamiento antimonial (estibogluconato sédico) y paralelamente a la reduccion de los niveles
de infeccion en higado, bazo, médula 6sea y otros Organos, parasitos viables e infectivos
aparecen en piel y cavidad abdominal, de forma parecida a lo que ocurre en el hombre, lo que
sugiere una migracion de los microorganismos a lugares alternativos en respuesta a la terapia.
Asi, la leishmaniosis dérmica post-kala-azar podria ser el resultado de tal migracion (Pal  al,
1989).
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Se sospecha como posible factor en la patogenia de este proceso un tratamiento
inadecuado del kala-azar (El Hassan et af, 1992). De todos modos, seria posible que una
mfeccion primaria débil confiriese inmunidad frente a las formas viscerotropicas pero no
frente a las formas dermotropicas de la enfermedad, ya que algunos pacientes sin historia
previa de leishmaniosis clinica (y, por tanto, no tratados) desarrollan este tipo de lesiones
(Haldar et al, 1989).

En tomo a las particularidades que rodean a esta entidad, recientemente se ha
postulado una nueva hipétesis que considera la presencia de leishmanias en localizacion
cutanea parte de la historia natural del kala-azar. El parasito no provocaria una respuesta
inflamatoria marcada, pero en algunos pacientes induciria la produccion de IL-10 por los
queratinocitos, lo que permitiria su supervivencia en la piel. Tras la terapia la respuesta
inmunitaria pasaria de ser de tipo Th2 a una combinacion de tipo Th1/Th2. Algunas de las
células Thl migrarian a la piel donde atacarfan al protozoo, lo que podria ser causa de la
inflamacion cutanea y del desarrollo de PKDL (Gasim et af, 1997).

En relacion con todo lo expuesto hay que tener en consideracion el hecho de que, en
la leishmaniosis, el parasito puede por si mismo producir lesiones hepaticas y renales graves
(Euzeby, 1982) y desencadenar fenomenos de hipersensibilidad, pues estos protozoos inician
muchos procesos inmunologicos dentro del hospedador (Bergeand, 1988; Rosychuck ef White,
1991; Varela, 1992); se comprende entonces que, en ocasiones, resulte practicamente imposible
determinar si los signos que aparecen son debidos a los efectos de la quimioterapia o a la
accion de la propia Leishmania (Roze et Pages, 1994; Bourdoiseau, 1993).

Como dato anecdotico, pero que consideramos de gran interés en el estudio de la
toxicidad de los antimoniales pentavalentes, citaremos un caso recogido en nuestra
bibliografia en el que, por error, se administrd Pentostam® a una mujer de 27 afios con
leishmaniosis cutanea a una dosis 10 veces superior a la habitualmente utilizada (143 mg
Sb5+/kg en lugar de 14.3 mg Sb5+/kg) con este producto. La paciente entré en depresion
profunda durante las cuatro horas de infusion de la droga. Una vez descubierto el error en la
dosificacion, la mujer fue hidratada intensamente y controlada cuidadosamente durante mas
de 48 horas. Los niveles séricos de ALT subieron 2.4 veces por encima de los valores
normales, mientras que el recuento de globulos blancos (GB) descendio a 3700 GB/mm’,
Ambos parametros regresaron a sus niveles normales en poco tiempo y las lesiones cutaneas
curaron sin tratamiento posterior. Asi y aunque el estiboghiconato de sodio se asocia, como
ya ha sido mencionado, con una gran variedad de efectos secundarios, al menos en este caso,
una unica dosis muy elevada de la droga fue tolerada sin una toxicidad aguda seria (Herwalt et
Berman, 1992b).

Por dltimo, parece que los riesgos mutagénicos, carcinogénicos (Leonard e Gerber,
1996; Hantson et al, 1996) y teratogénicos de los antimoniales, de existir, serian poco
importantes (Leonard ef Gerber, 1996). En todo caso, es recomendable emplear estos
medicamentos con precaucion en pacientes con enfermedad hepatica o renal severas y
durante la gestacion (Moss ef al, 1992).
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Respuesta al tratamiento:

La gran mayoria de los perros enfermos (exceptuando aquellos con fallo renal,
afeccion hepatica o gastroenteritis importantes) (Slappendel, 1988), muesiran una mejoria
clinica muy evidente acompafiada, generalmente, de la remision de los sintomas y lesiones en
el curso del tratamiento (Slappendel, 1988; Ferrer, 1992; Kontos ef Koutinas, 1993). Sin embargo,
las recidivas ocurren en mas del 75% de los animales durante los dos afios siguientes
(Giauffret et al, 1976; Catarsini, 1989; Slappendel ef Greene, 1990; Ferrer, 1992) y, normalmente, los
tratamientos son requeridos cada 6-9 meses, aungue se han recogido casos de aparente
curacion después de 5-7 afios del ultimo tratamiento aplicado (Longstaffe et Guy, 1986;
Slappendel, 1988).

No se sabe todavia si una respuesta favorable al tratamiento con antimoniales
pentavalentes depende de que se alcance un pico alto en la concentracion del medicamento en
el organismo o del mantenimiento de concentraciones inhibidoras durante la mayor parte
del dia. Esto nitimo parece ser mas importante en la consecucion del éxito terapeutico en
medicina humana (Tassi & al, 1994). Al menos, asi lo reflejan estudios como el realizado por
Chulay y col (1983) que muestran como el tratamiento con estibogluconato sédico a dosis de
10 mg Sb”'/kg IV o M cada 8 horas durante 10 dias, es tan efectivo como la aplicacion de
una tnica dosis diaria de 10 mg Sb”/kg durante 31 dias en el tratamiento de la leishmaniosis
visceral y, ademas, causa una desaparicion mas rapida de los parasitos en los aspirados
esplénicos. En ninglin caso se apreciaron signos de estibotoxicidad (Chulay et al, 1983).

Esto se corresponde con un ensayo reciente sobre farmacocinética antimonial en el
que se administra antimoniato de N-metil glucamina en una nica dosis de 100 mg/kg por via
IV,IM y SC a 6 perros (beagle) sanos. Segun los resultados los autores sugieren la posibilidad
de la aplicacion de protocolos terapéuticos con dosificaciones mas bajas del farmaco,
administradas con mas frecuencia (cada 8-12 horas) (Valladares et al, 1996). De este estudio
Ferrer (1997) desprende que la dosis mas adecuada de Glucantime® seria 75 mg/kg/12 h
(Ferrer, 1997a).

Por su parte, Zijlistra y col.(1993) no han encontrado d1ferenc1as en la curacion de
enfermos de kala—azar utilizando Pentostam® a dosis de 10 mg Sb*'/kg/dia durante 30 dias,
de 20 mg Sb’"/kg/dia durante 15 dias o de 20 mg Sb’/kg/dia durante 30 dias, si bien la
reduccion de parasitos en las muestras esplénicas fue mayor en los pacientes que recibieron
20 mg Sb’'/kg/dia. Aun asi, la demostracion de protozoos tras cualquiera de los tres
protocolos no implicd necesariamente un fallo en la terapia, ya que los pacientes que
mostraron una respuesta clinica favorable no solieron necesitar mas tratamiento y los
parasitos habian desaparecido de los aspirados de bazo después de un mes (Zijlistra e al, 1993).

En beagles experimentalmente mfectados con L.donovani y, posteriormente, tratados
con Pentostam® a dosis de 10 0 50 mg Sb”'/kg/dia en dos tratamientos de 10 dias con un
intervalo de descanso entre ellos de 10 dias, Reiter y col.(1985) han observado una curacion
parasitologica del 100%. En los perros que recibieron 10 mg Sb5+fkg/ 12 horas, en un solo
tratamiento de 10 dias, se obtuvo la curacion parasitologica en el 80% de los animales. Esto
sugiere que el seguimiento de una terapia mas corta a dosis bajas no es recomendable (Reiter
et al, 1985),
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En otro estudio realizado en personas en India, en el que se emplearon dosis de 10,
15 y 20 mg Sb’ /kg/dla de Pentostam® durante 20 6 40 dias, se comprobo que la respuesta a.l
tratamiento era mejor con las dosis mas altas durante el periodo de tiempo mas prolongado.
Estos autores observaron que pacientes que no respondian inicialmente a la terapia, todos
ellos con la enfermedad establecida durante mucho tiempo, llegaron a responder cuando se
prolongd la duracion del tratamiento (Thakur ef af, 1988). Asimismo, en ratones BALB/c
experimentalmente infectados con L.infantum, se ha observado que la reduccion en el nimero
de parasitos es dosis-dependiente en tratamientos antimoniales de igual duracion (Buffet e al,
1996).

En esta linea, Alvar y col. (1997) en un trabajo de revision, en €l que queda patente
que tratamientos prolongados (20 mg de Sb’ ‘/kg/dia durante 28 dias o mas) conducen a
mayores proporciones de curacion en individuos inmunocompetentes, sugieren que los
pacientes VIH positivos con leishmaniosis visceral requeririan tratamientos mas largos o a
dosis superiores que los individuos inmunocompetentes para alcanzar curaciones
parasitologicas aparentes (Alvar ef al, 1997),

El empleo de dosis altas (por encima de 3000 mg de antimoniato de
meglumine/kg/ciclo de tratamiento), en la leishmaniosis canina, podria disminuir
considerablemente el nimero de recidivas alargando el lapso de tiempo entre ellas (Kontos er
Koutinas, 1993; Tesouro ef al, 1995¢).

Toda esta informacion, recogida de la literatura, parece sugerir que la consecucion de
una respuesta favorable con el tratamiento antimonial vendria determinada mas por la dosis
total de farmaco administrada, en cada tratamiento (dentro de unos margenes bastante
amplios de dosificacion diaria y duracion de la terapia), que por el protocolo terapéutico
concreto utilizado (Tesouro f al, 1995¢).

Por otra parte, parece que la fase de la enfermedad (Tesouro ef af, 1995¢) y la
situacion clinica del animal infectado, serian de suma importancia en la respuesta al
tratamiento. Mancianti y col. (1988) lo corroboran tratando perros con distinta condicion
clinica (asintomaticos, oligosintomaticos y sintomaticos) con Glucantime® en uno o mas
ciclos (100 mg N-metil glucamina/kg/dia durante 10 dias, seguidos de 10 dias de descanso y
de 10 dias mas de tratamiento) (Mancianti ef o/, 1988). {.0s mejores resultados ios obtienen con
los animales asintornaticos (47.2% de curaciones clinicas y serologicas), mientras que la
menor proporcion de recuperaciones se dié entre los animales con signos viscerocutaneos
importantes (11.1%). En cualquier caso, de entre los perros que no alcanzaron la curacion, en
el 90% de los asintomaticos se previno el desarrollo de la enfermedad y en el resto
(oligosintomaticos y sintomaticos) se aprecid una mejoria clinica y serologica, entre los 4 y
los 24 meses posteriores al tratamiento.

Por ultimo y dentro de la respuesta a la estiboterapia, resulta ineludible abordar un
punto tan importante como ¢s la resistencia al tratamiento. Las posibles explicaciones de
los fallos clinicos y parasitologicos de la terapia antimomal incluyen diferencias
inmunologicas, fisiologicas o farmacocinéticas del hospedador; factores nutricionales o
predisposicion genética del animal (Bryceson & &f, 19853) y diferencias en el grado de
concentracion del parasito en los distintos tejidos. También habria que tener en cuenta una
posible resistencia inherente al parasito o una combinacion particular de algunos o todos estos
factores (Grogl f al, 1992).

4?2



En algunos estudios realizados en medicina humana no parece que las repetidas
recidivas y las resistencias al tratamiento sean debidas, mayoritariamente, a una falta de
respuesta inmunitaria, ya que el grado de inmunosupresién y la proporcion en la
recuperacion de inmunoreactividad no difieren, en muchos casos, entre los pacientes que
responden a la estiboterapia y los que no (Bryceson ef al, 1985a).

Esto, sin embargo, se contradice con otras muchas evidencias (Berger et Fairlamb,
1992). Trabajos experimentales han demostrado que en ratones BALB/c infectados con
L.donovani inmudeprimidos con prednisolona y tratados con Pentostam® se produce una
menor supresion en la carga parasitaria hepatica que en los no inmunodeprimidos, lo que
sugiere que los mecanismos efectores inmumtarios se sumarian a la actividad del
estibogluconato sodico (Iwobi ef o/, 1991). Ademas, se ha observado una mayor incidencia de
recidivas en pacientes inmunodeprimidos que en inmunocompetentes (Ribera ef af, 1996).

En hamsters infectados con L.donovani se observa una supresion de la respuesta
inmunitaria, a medida que avanza la enfermedad, claramente reversible tras el tratamiento
exitoso con estibogluconato sodico (Pal et al, 1995),

En el perro y como resultado de una quimioterapia efectiva de la leishmaniosis, los
parasitos serian destruidos por los macréfagos estimulados por los linfocitos productores de
[FN-gamma a través de un mecanismo NO-dependiente (Vouldoukis e a/, 1996) y, ademas, se
restableceria la actividad parastticida de neutréfilos y monocitos (Brandonisise of al, 1996).

De igual forma, Nabors y Farrell (1996) advierten, en ratones con leishmaniosis
(L.majory y tras una terapia antimonial eficaz, una desviacién de la respuesta celular Th2
hacia una respuesta Th1, La existencia de una cierta activacion de las células Thl, previa a la
instauracion de la terapia, seria critica para la curacion ya que, en los ratones previamente
tratados con anti-IFN-gamma y, por tanto, con una respuesta Th2 mas exagerada, la
estiboterapia no fue efectiva, El hecho de que fuera necesario un tratamiento antimonial
prolongado para conseguir el desarrollo de una respuesta Thl y una curacion sin recidiva, en
ratones con infeccidn establecida y progresiva, indica que los niveles de antigeno deben
permanecer bajos durante un largo periodo de tiempo para que la respuesta Th2 cambie, de
forma efectiva, a Thl en ausencia de una intervencion inmunolégica (Nabors et Farrel, 1996).

Parece, por tanto, que niveles altos de antigeno durante la infeccion favorecen la
perpetuacion de la respuesta celular Th2 mientras que, en presencia de niveles mas bajos de
antigeno, la respuesta inmunitaria seria mas susceptible de manipulacion permitiendo que
pueda darse una activacion de tipo Thl. Esta respuesta Th1, desarrollada como resultado de
la terapia, fue suficiente para proteger a los ratones de una nueva infeccion. Todo esto sugiere
que los pacientes dificiles de tratar satisfactoriamente, incluso con cursos largos de
estiboterapia, serian buenos candidatos para una terapia combinada de antimoniales y
citoquinas inmunomoduladoras, como 1FN-gamma o IL-2, para ajustar la polarizacion de la
respuesta celular hacia el polo Th1 (Nabors ef Farrel, 1996).

En medicina humana también se ha apreciado como el fracaso del tratamiento

antimonial en pacientes con leishmaniosis (L.infantum) estaria relacionado con un una
inmunidad celular y una produccion de IFN-gamma deficientes (Piarroux ef af, 1996).
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Otra posibilidad, que se baraja como causa frecuente en la falta de respuesta a la
terapia, es la génesis de resistencias por parte del pardsito como consecuencia de

tratamientos inadecuados en dosis y/o duracion (Bryceson e al, 1985b; Grogl et al, 1989; Grogl e
al, 1992).

Aunque en un estudio reciente se ha puesto de manifiesto la eficacia de una dosis
mensual de Glucantime® o Pentostam® (850 mg de Sb’“/paciente) para retrasar las recidivas
en individuos VIH positivos (Ribera et af, 1996), lo cierto es que se ha observado como
enfermos que inicialmente parecen responder a los antimoniales, ante una recidiva, se vuelven
refractarios a la estiboterapia (Piarroux, 1996). Ademas, in vitro se ha comprobado que la
sensibilidad al antimoniato de meglumine, por parte de distintas cepas de L.infantum, decrece
progresivamente en pacientes con recidivas repetidas tratadas con este antimonial (Faraut-
Gambarelli, 1997),

Algunos autores muestran su preocupacion ante esta situacion, porque sospechan que
el actual incremento en la falta de respuesta al tratamiento en personas pueda deberse, cuando
menos parcialmente, al tratamiento indiscriminado y repetido de los perros, muchos de los
cuales podrian quedar como reservorios permanentes de leishmanias no susceptibles a las
drogas utilizadas en medicina humana para combatir esta enfermedad. Por eso, sugieren que
el tratamiento deberia limitarse a los animales asintomaticos, que no son infectantes para los
tlebotomos y en los que la terapia puede alcanzar altas cuotas de curacion (Gradoni e af 1988;
Mancianti ez al, 1988). Otros, no obstante, demuestran que perros asintomaticos pueden
permanecer infectantes para Phlebotomus perniciosus (Molina et al, 1994a) incluso tras la
estiboterapia (Alvar e al, 1994), con el inconventente de que los protozoos podrian desarrollar
estiborresistencia (Gramiccia ef al, 1992).

De hecho, en perros se han observado leishmanias en biopsias de piel aparentemente
sana (Sénchez Botija, 1936) y, particularmente, Abranches y col. (1991) han podido constatar la
presencia de amastigotes en un 20% de muestras cutaneas sin lesiones evidentes (Abranches ef
al, 1991a). Estudios realizados con técnicas mas sensibles, como la PCR (empleando muestras
procedentes de la piel y de la conjuntiva), revelan que mas del 50% de los perros clinicamente
sanos, en zonas endémicas, podrian considerarse portadores asintomaticos de la enfermedad,
cifra que disminuiria tras la estiboterapia (Berrahal ef al, 1996). Ademas, la deteccion de
parasitos viables en la piel de hamsters experimentalmente infectados tras un tratamiento
antimomial, sugiere la posibilidad de que hospedadores tratados actiien como reservorios
potenciales en la transmision del parasito (Pal et al, 1989).

Grogl y col. (1992) sostienen que las resistencias al tratamiento con Sb™* pueden ser
igualmente debidas a factores independientes del parasito (interaccion droga-hospedador)
(Grogl et al, 1992). De hecho, Al Jassar y col. (1995) han puesto de manifiesto que pacientes
humanos, con leishmaniosis cutanea y tratados con 600 mg de estibogluconato sodico,
metabolizan de distinta forma el antimonial (unos lo eliminan mas rapidamente que otros).
Esto dependeria primariamente de las caracteristicas farmacocinéticas del antimonio en cada
paciente, ya que todos ellos (aparte de la lesion cutanea) estaban aparentemente sanos (Al
Jasser et al, 1995).
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Aun teniendo en cuenta todo lo anterior, en caso de una respuesta nula o
desfavorable al tratamiento debe revisarse el diagnostico, evaluar las funciones hepatica y

renal y considerar la posibihdad de enfermedades asociadas (Cairé et Font, 1991; Naiez-Torron et
al, 1996).

En aquellos pacientes que presentan una pobre respuesta a la terapia y persistencia de
parasitos tras un mes de tratamiento, debe sospecharse de una enfermedad concurrente, ya
que el éxito en el tratamiento del kala-azar no solo depende del protocolo terapéutico elegido
sino tambien del diagnostico e inmediato tratamiento de enfermedades concurrentes como
tuberculosis (Bryceson ef al, 1985a; Zijlistra et al, 1993).

DIAMIDINAS

Las diamidinas se utilizan comunmente en la tripanosomiasis y son consideradas, por
muchos, drogas de segunda eleccion en la terapia contra la leishmaniosis cuando el
tratamiento con antimoniales resulta ineficaz (Quiles ef @/, 1979; Euzeby, 1982; Bryceson ef a!,
1985h).

PENTAMIDINA

Muchas son las diamidinas aromaticas que se han ensayado para el tratamiento de
esta enfermedad (Balafias ez Alunda, 1991; Carrera ef al, 1994; Méndez, 1997) pero la mais
empleada es la pentamidina (Pentacarinat® (Piarroux et al, 1996) 0 Lomidine® (Euzeby, 1988)).
Sin embargo, no parece que los veterinarios clinicos de pequefios animales se inclinen por el
empleo de este medicamento. Concretamente en nuestro pais las referencias a su empleo son
escasas y los resultados obtenidos poco satisfactorios (Crende et al, 1992; Tesouro et al, 1995¢).

Mecanismo de accion:

La actividad tripanocida de la pentamidina parece ser debida a una perturbacion en el
metabolismo de las proteinas v acidos nucleicos: interaccion con el RNA y desorganizacion
del DNA con el que las diamidinas forman complejos; ademas, éstas inhiben la sintesis de
fosfolipidos (Euzeby, 1982).

Expenmentalmente, en perros infectados con L.tropica, la pentamidina muestra
actividad sobre las mitocondrias (tumefaccion), el kinetoplasto (desintegracion en filamentos),
la bolsa flagelar (dilatacion y sobrecarga de corplsculos procedentes de su pared) y los
ribosomas (reduccién del nimerc) (Euzeby, 1988). Ensayos im vifro revelan una mayor
sensibilidad por parte de los amastigotes que por los promastigotes de L.donovami y L.tropica
hacia la pentamidina (Berman ef Wyler, 1980). Por otro lado, con ésta y otras diamidinas se ha
observado inhibicion del crecimiento de promastigotes (Balafia ef Alunda, 1991; Carrera ef al,
1994) y amastigotes de L.infantum (Méndez, 1997).
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Posologia:

La dosis de pentamidina mas habitualmente empleada, tanto en perros como en el
hombre, es de 4 mg/kg por via IM profunda (Bryceson ¢f af, 1985b; Euzeby, 1988; OMS, 1990;
Lagardere, 1992; Mishra et al, 1992; Franc, 1993; Bourdoiseau, 1993; Rhalem ¢t 2/, 1997},

Las pautas de administracion que se siguen son: 2 6 3 inyecciones/semana durante
4 a 7 semanas {(Euzeby, 1982; Rodriguez e al, 1984; Rhalem et al, 1997) 6 20 inyecciones en dias
alternos (Mishra f «l, 1992). La OMS recomienda una duracion del tratamiento, en el kala-
azar, de 5 a 25 semanas, o incluso mas, segun la respuesta del paciente a la terapia con este
medicamento (OMS, 1990).

Efectos colaterales:

En principio, la pentamidina no es un farmaco de primera eleccion en el tratamiento
de la leishmaniosis, m en animales ni en personas, debido a que su toxicidad es superior a la
de los antimoniales pentavalentes, su eficacia (a las dosis recomendadas) es menor (Hanson et
al, 1977; Quiles e al, 197%; OMS, 1984; Croft, 1988; Lagardere et al, 1992} y la duracion de la terapia
es mas larga (Croft, 1988).

Algunos de sus efectos téxicos son: nefiitis, hepatitis, dolor abdominal, nauseas,
vOomitos, hipotension, sincope (OMS, 1984; Bryceson et al, 1985b) v shock mortal (Denervlle,
1996). También se ha descrito la aparicion de mialgias, fiebre, dolores de cabeza e
hipoglucemia (Soto e al, 1994). La inyeccion de pentamidina es altamente irritante incluso
cuando se aplica en Optimas condiciones de asepsia y provoca, con relativa frecuencia, la
aparicion de abscesos musculares (Euzeby, 1982; Bourdoiseau, 1993) o, incluso, necrosis
(Denerolle, 1996); en otras ocasiones solo produce dolor local (Soto e al, 1994). Para disminuir
tales riesgos, se recomienda cambiar el lugar de inyeccion en cada administracion (Euzeby,
1982; Franc, 1993).

Respuesta al tratamiento:

Aunque las diamidinas muestran su eficacia en el tratamiento de esta zoonosis en caso
de estiborresistencia, también se conocen casos de resistencia a estos farmacos, tanto en
animales (Euzeby, 1982) como en personas (Bryceson ef af, 1985b), y los resultados que se
obtienen son, en opinion de algunos, muy irregulares (Rodriguez et al, 1984).

Hay autores que recomiendan la asociacion de la pentamidina con antimoniales,
especialmente en casos de una respuesta ineficaz a estos ultimos. Las pautas que, en este
sentido, hemos encontrado en la bibliografia incluyen la administracién de ciclos de 10-15
inyecciones, de cada uno de estos dos princicipios activos, aplicadas de manera intercalada o
consecutivamente (Euzeby, 1988; Piarroux ef al, 1996).
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No obstante, Crende y col. {1992) no han obtenido buenos resultados con este tipo
de asociacion (2 mg de pentamidina/kg/48 h, en series de 10-15 inyecciones intercaladas con
10-15 inyecciones de Glucantime® a dosis de 40-60 mg de antimoniato de meglumine/kg/48
h) en el tratamiento de la leishmaniosis canina (Crende et a/, 1992).

La pentamidina también ha sido empleada en infusion intravenosa a la dosis de 4
mg/kg tres veces por semana hasta la desaparicion de los paréasitos de los aspirados
esplénicos. Este protocolo, seguido de la administracion de estibogluconato sédico (20 mg
Sb”/kg/dia, IM, durante 20 dias), parece ser mas efectivo que la utilizacion de pentamidina
sola (menos recidivas) y menos toxico que la combinacion simultanea de ambos
medicamentos (menos muertes), en pacientes con kala-azar resistente a los antimoniales
(Thakur et al, 1991).

ANTIBIOTICOS DERIVADOS DE LOS POLIENOS

Dentro de este grupo se incluyen una gran cantidad de farmacos que, aunque
tradicionalmente se utilizan en el tratamiento de micosis, se han empleado tambien frente a la
leishmaniosis, como son la hamicina (Sarkar e «f, 1992), la nistatina (Euzeby, 1988)
(Micostatin®} y la anfotericina B (Fungizona®).

En particular la anfotericina B es en nuestros dias, junto a la pentamidina, el
medicamento mas utilizado en la terapia de la leishmaniosis visceral cuando fallan los
antimoniales (Mishra et al, 1992; Murray et al, 1993; Pérez et al, 1996; Ferrer, 1997h), incluso
algunos veterinarios clinicos la consideran de primera eleccion para el tratamiento de esta
enfermedad (Mishra ef al, 1994; Tesouro et al, 1995¢).

ANFOTERICINA B

Este hapteno es primariamente conocido como un importante agente para el
tratamiento de micosis sistémicas (Berman, 19862).

Mecanismo de accion:

La capacidad de la anfotericina B para ser activa frente a organismos tan dispares
como los hongos y las leishmanias se explica por la similitud existente entre los esteroles de
ambos. El esterol demetilado mas frecuente en las membranas celulares de los mamiferos es el
colesterol; en los hongos es el ergosterol y en las leishmanias el episterol y el dehidroepisterol
(Berman, 1986a). La anfotericina B se une, preferentemente, con el ergosterol de los hongos
{(Berman, 1986a; Heit e Riviere, 1995) y, presumiblemente, con los episteroles de las leishmanias,
alterando las membranas celulares de estos microorganismos (Berman, 1986a).
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Ensayos in vitro han revelado que la anfotericina B es tOxica tanto para promastigotes
como para amastigotes de L.donovami y de L.fropica (Berman et Wyler, 1980) y muestra una
excelente actividad en cultivos celulares (Peters, 1976) € in vivo en ratones (Peters, 1976; Trotter
et al, 1980). Recientemente, se ha observado una mayor efectividad de la anfotericina B frente
a promastigotes que frente a amastigotes de L.infantum que, ademas, es dosis-dependiente
(Méndez, 1997).

Posologia:

Su administracion se realiza en infusion endovenosa {diluida en una solucidn salina
fisiologica o de dextrosa al 5%), generalmente, lenta (Bussieras, 1977b; Rodriguez et af, 1984;
Euzeby, 1988; OMS, 1990; Tesoure ef al, 1995¢; Heit e Riviere, 1995) aunque, recientemente, se ha
propuesto la aplicacion rapida (de 5 a 45 segundos) de anfotericina B por esta misma via
(Lamothe, 1997a).

La dosificacion varia de 0.1 a 1 mg/kg y suelen suministrarse dosis gradualmente
crecientes (OMS, 1984; Rodriguez ef al, 1984; Mishra et al, 1994), ya que los pacientes parecen ir
desarrollando tolerancia a ciertos efectos secundarios a medida que se utiliza el medicamento
(Heit e Riviere, 1995).

Los protocolos terapéuticos, aunque mucho mas homogéneos que en el caso de los
antimoniales pentavalentes, difieren entre algunos autores. El tratamiento recomendado por la
OMS se inicia con 0.1 mg/kg, aumentando diariamente 0.1 mg/kg hasta llegar a una dosis
final de 0.5-1 mg/kg. A partir de entonces, se suministra en dias alternos hasta aplicar una
dosis total de 1-3 g (Rodriguez  al, 1984; OMS, 1990; Mishra et al, 1992).

Thakur et al (1994) proponen la administracion diaria de anfotericina B a las mismas
dosis hasta un total de 20 mg/kg, ya que este protocolo es igualmente efectivo y bien tolerado
y resulta mucho mas barato (Thakur e al, 1994).

En la practica veterinaria, algunas de las pautas que se utilizan son:

- Anfotericina B en infusion intravenosa lenta en una solucion de dextrosa al 5%,
empezando con 0.15 mg/kg en dias alternos durante dos meses, seguido de 0.25 mg/kg/48 h
durante 1 mes (Buracco et ai, 1990).

- 0.4-0.5 mg/kg/dia como dosis definitiva, iniciando la terapia con 0.1 mgkg e
incrementando la cantidad de anfotericina B en 0.1 mg/kg cada dia, aplicando un total de 15
inyecciones. A continuacion se suspende la terapia durante dos semanas para luego dar un
segundo ciclo de 15 inyecciones bajo las mismas directrices que el primero (Tesoure & al,
1995¢).

Lamothe (1997), tras un ensayo clinico en leishmaniosis canina natural, recomienda el

siguiente protocolo terapéutico: 0.5-0.8 mg/kg, en inyeccion intravenosa rapida (de 5 a 30
segundos), dos veces por semana, hasta una dosis total de 6 a 16 mg/kg (Lamothe, 1997a).
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Efectos colaterales:

La toxicidad de la anfotericina B seria debida, segun algunos autores, a la union de
ésta con el colesterol de las células de! hospedador (Berman et al, 1992).

Los efectos secundarios indeseables asociados al uso de este compuesto incluyen:
flebitis localizada, anorexia {que suele ser frecuente dentro de las 24 horas que siguen a la
inyeccion rapida del compuesto) (Lamothe, 1997), nauseas, vomitos, hipokalemia, anemia,
elevacion de los niveles séricos de la urea y de ia creatinina (OMS, 1984; Berman er af, 1992),
estomatitis, ictericia y parada cardiaca. Se han descrito otros sintomas de intolerancia, como
temblores y ficbre, que pueden aparecer durante la infusion endovenosa. Todas estas
manifestaciones pueden ser higeras y desaparecer al cesar el tratamiento (Thakur ef al, 1993;
Thakur ef al, 1994; Mishra e al, 1994; Pérez ef al, 1996),

Su toxicidad, especialmente sobre el rifién (Tennant, 1997), hace imprescindible una
estrecha vigilancia de la funcién renal (Euzeby, 1988), mediante determinaciones periddicas
(1 6 2 veces por semana) de la urea y creatinina a lo largo de todo el tratamiento, que debe
ser suspendido inmediatamente en caso de elevacion de las mismas en sangre por encima de
los niveles normales (Delgado, 1994; Lamothe, 1997a) pudiéndose reinstaurar la terapia una vez
se hayan normalizado estos valores (Thakur et ,1994; Lamothe, 1997a).

Parece que, en los perros, dosis de 1 mg/kg resultan excesivamente tOxicas
provocando, con mucha frecuencia, la aparicion de cuadros de insuficiencia renal (Delgado,
1994).

Respuesta al tratamiento:

La anfotericina B se ha empleado con bastante éxito en el tratamiento de la
leishmaniosis mucocutanea sudamericana (L. braziliensis) (Euzeby, 1988), asi como en el kala-
azar (Bussieras, 1977b), cuando la medicacion clasica ha fracasado (Euzeby, 1982).

Murray y col. (1993), en un experimento in vivo con ratones eutimicos y atimicos a
los que inocula [L.donovami y, posteriormente, trata con antimoniales pentavalentes,
pentamidina y anfotericina B, concluye que, tanto los antimoniales como la pentamidina,
necesitan de una buena respuesta celular T por parte del hospedador para la consecucion de
resultados satisfactorios en la terapia frente a la enfermedad (Murray ef al, 1993).

Esto se ve apoyado por la observacion clinica de pacientes humanos, con
leishmaniosis visceral, deficientes en células T (edad muy temprana, inmunosupresion
yatrogénica, SIDA, etc.) que no responden adecuadamente a la estiboterapia (Longstaffe et
Guy, 1986; Quilici et a/, 1988Botet et Portis, 1993; Piarrous e al, 1996).

Al contrario, la anfotericina B mostro una potente actividad leishmanicida tanto en los
ratones eutimicos como en los atimicos. Dichos resultados sugieren que esta sustancia podria
ser de especial utilidad en pacientes deficientes en células T que padezcan leishmaniosis
visceral (Murray et al, 1993).
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Mishra y col. (1992), por su parte, comparan la eficacia de la anfotericina B y la
pentamidina, en un ensayo con 120 casos de kala-azar no complicado,
parasitologicamente confirmado y con respuesta ineficaz al tratamiento con antimoniales.
La pentamidina se aplicd en 20 inyecciones via IM en dias alternos a la dosis de 4 mg/kg;
la anfotericina B se administro, en dosis crecientes hasta un maximo de 0.5 mg/kg en
infusion endovenosa y un total de 14 inyecciones, también en dias alternos.

A las seis semanas los resultados indicaban que un 80% de los pacientes tratados con
pentamidina habian conseguido la curacién inicial, porcentaje que alcanzaba el 100% con
anfotericina B. Tras un periodo de seis meses, el 77% de los casos sometidos a la terapia con
pentamidina y el 98% de los tratados con anfotericina B lograban Ia curacién definitiva; es
decir, ésta mostro su superioridad terapéutica con respecto a aquella en el tratamiento del
kala-azar que, previamente, no habia respondido a la estiboterapia (Mishra et al, 1992).

Posteriormente, Mishra y col. (1994) comparando los efectos terapéuticos del
estibogluconato sodico (10 mg Sb '/12 h durante 40 dias) y de la anfotericina B (14 dosis de
0.5 mg/kg/48 h) en pacientes con kala-azar, obtienen con estos dos protocolos un 70% y un
100% de curaciones iniciales respectivamente (Mishra et al, 1994).

En otro estudio realizado sobre 300 pacientes con respuesta negativa al
estibogluconato sodico y a la pentamidina, la administracién de anfotericina B (1 mg/kg/48h,
empezando con 0.05 mg/kg y aumentando gradualmente, hasta una total de 20 mg/kg y
repitiéndose el tratamiento en caso necesario) resultd en un 99% de curaciones durante un
seguimiento de seis meses (Thakur ef o/, 1993). El tratamiento con anfotericina B a las mismas
dosis pero en aplicacion diaria seria igualmente efectivo y mucho maés barato (Thakur ef ai,
1994). La administracion de 1 mg/kg/dia durante 20 dias en pacientes con kala-azar
minimizaria las recidivas y prevendria el desarrollo de resistencia a la terapia (Thakur ef o,
1996h).

Con el empleo de anfotericina B a dosis de 1 mg/kg/48h durante 2 meses, también se
ha obtenido una buena respuesta frente a leishmaniosis visceral causada por L.infantum, en un
caso refractario a otros tratamientos previos consistentes en la administracion de varios ciclos
de Glucantime® solo y, posteriormente, asociado a alopurinol, seguidos de la administracion
de pentamidina (Pérez et al, 1996).

En el tratamiento de la leishmaniosis canina también se han registrado buenos
resultados (Tesouro e af, 1995¢). Lamothe (1997) consigue la remision clinica en el 93% de los
animales que reciben una dosis total de anfotericina B superior a 6 mg/kg (Lamothe, 1997a).
Delgado (1994), por su parte, asegura obtener entre un 80% y un 85% de curaciones, es
decir, normalizacion del proteinograma, descenso del titulo de anticuerpos por debajo de los
valores significativos y analisis parasitologico, por aspiracion de médula Osea, negativo
(Delgado, 1994).

Algunos clinicos emplean la anfotericina B asociada a distintas dosis de Glucantime®
y, aunque parece que esta asociacion es bastante eficaz, no existen estudios rigurosos al

respecto (Tesouro & al, 1995¢).
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En todo caso, su elevada toxicidad (Rodriguez ef of, 1984) (que obliga a ajustar muy
bien las dosis), la pauta de tratamiento que requiere (tan engorrosa y prolongada) y la
necesidad de controlar estrechamente la funcion renal a lo largo de toda la terapia, hacen que
este antibidtico antifiingico se alegje mucho de lo que seria el medicamento ideal contra este
proceso (Delgado, 1994; Denerolle, 1996).

OTROS ANTIBIOTICOS

Otros antibidticos que han mostrado actividad frente a Leishmaria spp. son la
tunicamicina, la sinefungina, la rifampicina y los aminoglucésidos (eritromicina, tobramicina)
(Iskandar, 1978; Euzeby, 1988; Lawrence ¢t Robert-Géro, 1989; Tapia e al, 1992). Dentro de este
ultimo grupo la aminosidina esta adquiriendo, en la actualidad, una especial relevancia.

AMINOSIDINA

La aminosidina (también conocida como paromomicina 0 monomicina (Neal e 4,
1995)) es un antibitico aminoglucdsido producido por Streptomyces rimosus (Lindsay et
Blagburn, 1995) que ejerce una buena accion frente a la leishmaniosis cutanea (L.major) en
aplicacion local. Stosiek y col. (1992) utilizando s6lo paramomicina topica en el tratamiento
de nodulos cutaneos en un caso de leishmaniosis, consiguen la curacion completa de las
lesiones en tres meses (Stosiek, 1992).

In vitro ha mostrado actividad frente a varias cepas de L. donovani (Neal et al, 1995) e
in vivo (en ratones BALB/c) frente a L.infanium (Buffet & al, 1996), asi como un efecto
sinérgico con estibogluconato sodico cuando se utilizan en combinacion y administrados por
via subcutanea (Neal et af, 1995).

Estudios farmacocinéticos sobre aminosidina y antimoniato de N-metil glucamina
administrados por via subcutanea, en perros sanos, muestran que este aminoglucosido
potencia sensiblemente la persistencia de niveles altos de antimonio en sangre, lo que sugiere
que la dosis de antimonial podria ser reducida y administrada a intervalos mas largos de
tiempo en el tratamiento de la leishmaniosis. En cualquier caso, hay que tener en cuenta que
los perros enfermos, a menudo, sufren algin tipo de dafio renal. Debido a que ambos
farmacos se excretan principalmente por rifion, los perros con este tipo de afeccion deben ser
vigilados para un empleo seguro y efectivo de estos medicamentos (Belloli ¢f al, 1995).

En el kala-azar humano la combinacion de aminosidina (12 mg/kg/dia) con
estibogluconato sodico (20 mg Sb5+/kg/dia), ambas por via IM durante 20 dias, ha
conseguido curaciones (clinica y parasitologica) del 82%, siendo bien tolerada y suponiendo
una buena alternativa en los pacientes que no responden satisfactoriamente al tratamiento
exclusivamente a base de antimoniales (Thakur et al, 1992).
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En el perro enfermo (por L.infantum) el empleo de aminosidina a diferentes dosis
también ha dado buenos resultados. El esquema terapéutico mas prometedor parece ser el
que emplea esta sustancia a dosis de alrededor de 10.5 mg/kg/dia, en dos administraciones
separadas 12 horas, por via IM o SC, durante 3 semanas, ya que la eficacia terapéutica parece
similar a la obtenida con dosis superiores pero la posibilidad de un efecto nefrotdxico se
reduce. La ototoxicidad observada en algunos casos parece independiente de la dosis
administrada. Ambos fenomenos son reversibles tras la suspension del tratamiento (Persechino
et al, 1994).

Poli y col. (1997) han observado una respuesta clinica y serologica mas rapida
empleando aminosidina, a dosis similares a las anteriormente citadas, que administrando 150
mg de estibogluconato sodico/kg/dia IV, ambos durante un periodo de 4 semanas. En

consecuencia, sugieren que este aminoglucésido podria ser una buena alternativa a los
antimoniales para el tratamiento de la leishmaniosis canina (Poli e @/, 1997).

DERIVADOS DEL IMIDAZOL

Los imidazoles son compuestos antifiingicos (algunos de ellos con actividad frente a
ciertas bacterias y protozoos) que han sido estudiados, sobre todo, en la terapia de la
leishmaniosis cutinea (Euzeby, 1988). Los mas conocidos son: el metronidazol (Flagyl®), el
secnidazol (Flagentil®) y el ketoconazol (Panfungol®) (Euzeby, 1982).

Al igual que la anfotericina B, los imidazoles tienen mas afinidad por los esteroles de
los hongos y leishmanias que por los de las células de los mamiferos y actian inhibiendo su
sintesis (Croft, 1988). Favorecen la activacién de la fosforilasa que intensifica la glucogenolisis
y conduce a una depleccion de las reservas glucogénicas y, por tanto, a la muerte del
protozoo. Su accidn se extiende al metabolismo proteico mediante la formacion de complejos
con €l DNA e inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos (Euzeby, 1982).

Algunos autores emplean el ketoconazol a dosis de 7 mg/kg/dia, por via oral, durante
1 a 3 meses (Vllmer et al, 1986; D'Ambrosio et al, 1987; Euzeby, 1988; Weinrauch et af, 1983),
mientras que otros prefieren administrar dosis mas elevadas: 25 mg/kg/dia oral, 3 meses
(Bussieras, comunicacion oral) (Euzeby, 1988). También se ha empleado a la dosis de 15
mg/kg/12 h, oral durante 21 dias (Wasunna ef 4/, 1995). Para el metronidazol y el secnidazot las
pautas de tratamiento utilizadas son, respectivamente, 10-15 mg/kg/12 h y 30 mg/kg/dia,

ambos por via oral durante un periodo de 15 dias (Euzeby, 1982).

En general, los derivados del imidazol son poco téxicos (Longstaffe ef Guy, 1986),
aunque el ketoconazol ha mostrado una significativa nefrotoxicidad, por lo que su
administracion esta contraindicada en caso de azotemia (D'Ambrosio ef of, 1987; Euzeby, 1988).

E! metronidazol es tolerado por los perros, sin ningun problema, a una dosis de 50
mg/kg/dia durante un mes (Bussieras, 1977b) y el secnidazol se ha utilizado experimentalmente
en perros a la dosis de 100 mg/kg/dia oral 3 meses, sin que se apreciasen signos de
intolerancia (Euzeby, 1982).
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El ketoconazol ha mostrado su eficacia tanto in vitro como en la enfermedad natural,
pero no de una manera constante (Euzeby, 1988). En experimentos #n vifro muestra actividad
contra amastigotes de L.fropica en macrofagos. En modelos experimentales in vivo {con
roedores), por el contrario, resulta efectivo frente a la leishmaniosis visceral pero no frente a
la cutanea (Croft, 1988). En medicina humana el ketoconazol se ha mostrado efectivo en
leishmaniosis cutanea (Vlimer ef al, 1986; Weinrauch ef al, 1983; Skoyma-Karez, 1997),

Bussieras (comunicacion oral) (Euzeby, 1988) y D'Ambrosio y col. (1987) (D'Anbrosio
et al, 1987) llegan, asimismo, a resultados muy diferentes en perros con leishmaniosis visceral
tratados con ketoconazol: el primero obtiene una buena respuesta, aunque sin curacion
parasitaria, administrando este firmaco por via oral durante 2 6 3 meses a la dosis de 25
mg/kg/dia; el segundo, con una dosis de 7 mg/kg/dia utilizando la misma via y duracion de
tratamiento, consigue la desaparicion de los parésitos de la piel, pero sefiala una importante
nefrotoxicidad por parte de este medicamento, contraindicando su uso, como ya se ha
mencionado anteriormente, en caso de azotemia.

El metronidazol ha mostrado cierta actividad experimentalmente inz vivo (Peters et al,
1980) y se ha empleado en el tratamiento de la leishmaniosis canina, aunque no existen datos
que reflejen su eficacia. De todas formas, dada su baja toxicidad podria ser interesante
probarlo incluso en ausencia de documentacién adecuada (Longstaffe e Guy, 1986). El
secnidazol tiene una vida media mas larga y es capaz de mantener niveles mas altos de
producto activo, lo que podria hacerlo mas eficaz (Euzeby, 1982).

Mads recientemente se han realizado algunos ensayos clinicos con itraconazel, que
tiene la ventaja de presentar una toxicidad minima y de ser mas efectivo contra
microorganismos fingicos que el ketoconazol (Bravo e af, 1993). En leishmaniosis cutanea ha
mostrado su eficacia a dosis de 4 mg/kg/dia durante 6 semanas (Dogra, 1997). Sin embargo,
utilizado en un perro con leishmaniosis visceral, no provocé més que una minima mejoria
después de 2 meses y medio de tratamiento (Bravo et al, 1993).

ANALOGOS DE LAS PURINAS
(PIRAZOLOPIRIMIDINAS)

Los trinucledtidos plricos, como adenosin trifosfato (ATP) y guanin trfosfato
(GTP), son necesarios para la formacion de acidos nucleicos y produccion de energia (Berman
et al, 1985a). Como las leishmanias son incapaces de sintetizar el anillo de purina (Croft, 1988;
Euzeby, 1988), los nucledtidos puricos de estos parasitos derivan primariamente de la
fosforilacion de nucledsidos o bases recuperadas de los productos del catabolismo del
hospedador (Berman et al, 1985a; Euzeby, 1988).

Por oftra parte, estos protozoos tienen una enzima (purina-nucledsido
fosfotransferasa) que no esta presente, o es muy poco activa, en mamiferos; lo cual significa
que ciertos analogos de las purinas pueden ser fosforilados por las leishmanias, pero sélo muy
ligeramente por las células de los mamiferos (Berman ef a/, 1985a).
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Esta particularidad haria posible la modificacion de la sintesis de nucleétidos piricos
por los parasitos, pero no por el hospedador, de una forma selectiva (Nelson ef a/, 1979a;
Berman ¢ al, 1985a) y ha dado origen al estudio de la actividad de los analogos de las purinas y
acidos nucleicos frente a estos microorganismos (Euzeby, 1988).

De entre todas las pirazolopirimidinas, por el momento, las més relevantes en la
terapéutica de la leishmaniosis son el alopurinol (Zyloric®) y la formicina B. Esta se
emplea, sobre todo, en leishmaniosis cutanea (Rojas ef Avila, 1987), mientras que el alopurinol
se utiliza en leishmaniosis visceral (Kager et al, 1981; Chunge ef al, 1985; Looker et al, 1986) y sera,
en consecuencia, al que principalmente nos referiremos en este capitulo.

ALOPURINOL

Mecanismo de accion:

El alopurinol (4-hidroxipirazolo(3,4-d)pirimidina), analogo estructural de la
hipoxantina, se utiliza habitualmente en el tratamiento de la gota humana (Vademecum
Internacional, 1997), pues actla nhibiendo de forma competitiva la xantin-oxidasa, enzima que
cataliza la conversion de hipoxantina a xantina y de ésta a acido urico, reduciendo las
concentraciones de este Gltimo en sangre (Bermam, 1985a; Catilogo de Especialidades
Farmacéuticas, 1996). Tambi¢n se ha propuesto como parte del tratamiento y prevencion de los
céalculos de uratos, especialmente frecuentes en dalmatas (Sorenson ef Ling, 1993),

El alopurinol ha mostrado su efectividad in vitro frente a promastigotes (Marr e
Berens, 1977). Ademas, su metabolismo parece ser idéntico en las formas intra y extracelulares
de L.donovari (Nelson et al, 1979b; Berens et al, 1980). Por otra parte, tanto el alopurinol como el
alopurinol ribonucledsido, previenen la transformacion de los amastigotes en promastigotes iz
vitro (Nelson et al, 1979b). Todo esto sugiere que los datos obtenidos con los promastigotes
serian Utiles en predecir la respuesta terapéutica de los amastigotes (Berens ef af, 1980).

Se sabe que, tras ser fosforilado a través de varias reacciones enzimaticas, el
alopurinol es incorporado al RNA donde provoca alteraciones estructurales (Nelsen et al,
1979b; Looker e al, 1986). Ademas, las enzimas que intervienen en estas reacciones muestran
una afinidad mayor por el alopurinol y sus mononucledtidos que por sus sustratos naturales
(hipoxantina e inosina). Asi, los intermediarios formados en la via inhiben la sintesis de las
purinas (Looker & al, 1986).

En definitiva, las pirazolopirimidinas frenan el crecimiento de las leishmanias por
inhibicion de las enzimas que lievan a cabo la interconversion de las purinas (Marr ef Berens,
1977; Looker et al, 1986} (Io que resulta en una disminucion en la capacidad de sintetizar ATP),
por alteracion del metabolismo de las pirimidinas y por mecanismos que incrementan el
catabolismo del RNA (con la consiguiente restriccion en la sintesis proteica) (Looker ef al,
1986).
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Posologia:

Los pretocolos terapéuticos con alopurinol son algo mas homogéneos que con el
Glucantime®. Se emplea tanto solo (Liste e Gascén, 1995; Vercammen e De Deken, 1996) como
en asociacion con otros farmacos (Tesoure ef al, 1995¢). La gran ventaja de este compuesto
reside en su capacidad de ser activo administrado por via oral, cosa que no ocurre con los
medicamentos utilizados clasicamente en el tratamiento de la leishmaniosis.

Las dosis utilizadas varian de 5 a 40 mg/kg/dia (Ferrer et al, 1995; Tesouro et al, 1995¢;
Liste et Gascon, 1995; Vercammen ef De Deken, 1995; Lester 7 Kenyon, 1996; Denerolle, 1996; Ginel,
1997), aunque la mayoria de los autores consultados emplean dosis en torno a 20 mg/kg/dia
(Kager et al, 1981; Chunge et al, 1985; Croft, 1988; Crende e al, 1992; Aguilé, 1994). Algunos
prefieren dividir la dosis total en varias tomas (Chunge et 4/, 1985; Vercammen et De Deken,
1995;Denerolle, 1996), mientras que otros la reducen a la mitad a lo largo del tratamiento
(Aguilé, 1994).

Normalmente, los tratamientos son de larga duracion (1-4 meses (Kager e o/, 1981;
Crende et al, 1992; Agnild, 1994; Tesouro ef al, 1995¢; Liste ¢f Gascon, 1995; Vercammen ¢f De Deken,
1995) 0 mas (Ferrer e al, 1995; Denerolle, 1996)) € incluso, en algunos casos, de por vida (Ferrer,
1997b). El hecho de que su administracion se realice via oral permite que la terapia sea mas
facilmente aplicada por los propietarios.

Efectos colaterales:

Las pirazolopirimidinas son, en general, poco téxicas (Rojas ez Avila, 1987; Croft, 1988;
Denerolle, 1996; Nelson et al, 1979b) y bien toleradas por los mamiferos, puesto que no son
metabolizadas por €stos de la misma forma que por las leishmanias (Euzeby, 1982; Nelson e al,
19792). Los efectos indeseables del alopurinol (erupcion cutanea, fiebre, leucopenia, hepatitis,
etc.) son raros (OMS, 1984; Ferrer, 1997b); algo mas frecuente es la aparicion de nauseas,
vomitos, diarrea v elevacion de la AST, la ALT y la fosfatasa alcalina (Compendium of drug
therapy, 1991/1992; Ferrer, 1997b).

También se ha descrito, en medicina humana, la presentacion de eritema multiforme
severo (sindrome de Stevens-Johnson) pero, al igual que el resto de los signos de intolerancia
anteriormente citados, remite tras cesar el tratamiento (Gallerano et Ling, 1990).

La administracion de dosis excesivas de alopurinol puede causar una hiperxantinuria
que podria conducir a la formacién de calculos de xantina (Sorenson et af, 1993; Bartges et al,
1995). Sin embargo, hasta nuestro conocimiento, esta eventualidad ha sido reconocida en muy
raras ocasiones durante el tratamiento de la leishmaniosis canina (Crende ef o/, 1992).

Dado que las reacciones adversas severas, raras a dosis de 10 mg/kg/dia, podrian ser
parcialmente dosis-dependientes, la toxicidad podria ser un factor limitante en caso de una
dosificacion elevada y prolongada (Kager et al, 1981).



Respuesta al tratamiento:

Evidentemente, la baja toxicidad del alopurinol y la forma en que es administrado (via
oral) conceden a este farmaco, como se ha dicho, considerables ventajas sobre los
antimoniales.

In vitro, el alopurinol se ha revelado parcialmente activo frente a L.fropica (Berman et
Webster, 1982) mientras que, experimentalmente iz vivo, ha mostrado buena actividad frente a
L.infantum y una nula toxicidad (Peters ez al, 1980).

Algun éxito se ha conseguido en India y Kenia frente a leishmaniosis visceral pero la
respuesta ha sido desalentadora contra leishmaniosis cutanea (L.braziliensis). Estos pobres
resultados podrian ser atribuidos al rapido metabolismo del alopurinol a oxipurinol por la
xantin-oxidasa y a su rapida excrecion (Croft, 1988).

Krager y col.(1981) administran el firmaco, a dosis entre 15.8 y 24 mg/kg/dia durante
4 a 13 semanas, en pacientes con kala-azar con y sin tratamiento previo con estibogluconato
sodico. La respuesta a la terapia fue muy irregular, siendo mas positiva en los casos
previamente tratados con antimoniales. La curacion se alcanz6, en muchos casos, cuando se
asociaron ambos farmacos (Kager f al, 1981). Parece entonces que, al menos a tales dosis, este
analogo de las purinas no representa una alternativa al Pentostam® en el tratamiento inicial de
la leishmaniosis pero si en caso de estiborresistencia, aunque en algunas ocasiones seria
necesario reintroducir los antimoniales en la terapia para conseguir buenos resultados (Kager
et al, 1981; Croft, 1988).

Chunge y col. (1985) tratan a 5 pacientes con leishmaniosis visceral y sin respuesta a
la estiboterapia, con Pentostam® (20 mg Sb’'/kg/12-24 h) y alopurinol (20 mg/kg/dia,
repartidos en tres tomas al dia), obteniendo aspirados esplénicos negativos dentro de los 19
dias siguientes a la instauracion del tratamiento. Esta combinacion fue segura y efectiva
{Chunge ¢t al, 1985).

La eficacia terapéutica del alopurinol en enfermos de SIDA e individuos VIH
positivos con leishmaniosis concurrente es contradictoria. En algunos casos se ha obtenido
una respuesta satisfactoria, con cultivos de médula 6sea negativos, empleando alopurinol a
dosis de 20 mg/kg tres veces al dia cuando el tratamiento con antimoniales falla (Dellamonica et
al, 1989). Ribera y col. (1996), sin embargo, ponen de manifiesto el escaso poder profilactico
de este producto (300 mg/8 h) en la presentacién de recidivas, en pacientes previamente
tratados con antimoniales (850 mg/dia, 3 semanas) y en los que se confirm6 una curacion
clinica y/o parasitologica (Ribera et al, 1996).

En la leishmaniosis cutanea post-kala-azar, con la administracion de alopurinol, a
dosis de 20 mg/kg/dia durante largos periodos de tiempo (20-24 meses), se han conseguido
curaciones clinicas e histopatologicas sin que se observaran efectos secundarios importantes

(Ramesh, 1996).

La combinacién de alopurinol con antimoniales también parece estar dando
buenos resultados frente a la leishmaniosis canina.
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Ferrer (1997) lo emplea, asociado a Glucantime® (75 mg de antimoniato de
meglumine/kg/dia durante 1 6 2 meses), a la dosis de 20 mg/kg/12 h, durante un minimo de 6
meses. Con esta pauta, las recidivas en los dos afios siguientes son inferiores al 50% (Ferrer,
1997a).

Denerolle (1996) compara, en perros enfermos de leishmaniosis, el empleo del
antimonial solo (a dosis de 200 mg de antimoniate de meglumine/kg/48 h, SC, hasta
conseguir titulos negativos o muy bajos) con la administracion de Glucantime® (SC a
dosis de 100 mg de antimoniato de meglumine/kg/dia durante 30-60 dias) asociado a
alopurinol (30 mg/kg/dia dividido en tres tomas diarias indefinidamente) en perros
enfermos.

Con Glucantime® solo obtuvo la curacion clinica en algo mas de la mitad de los
perros, mientras que la negativizacion de la serologia se conseguia en algo menos de un tercio
de los afectados pero fue necesaria la aplicacion de un gran mimero de inyecciones {(al menos
100). El Glucantime® asociado a alopurinol aumentd considerablemente la frecuencia de
curacion clinica (81.5%). Sin embargo, la tasa de negativizacion fue muy baja (7.4%). Con
estos resultados, concluye que las ventajas de esta asociacion son evidentes: tratamientos mas
simples, menos costosos y respuestas clinicas mas rapidas. En cambio, la negativizacion de la
serologia seria dificil de alcanzar y los fracasos serian todavia importantes (18.5%) (Denerolle,
1996).

Aun asi, de una encuesta realizada entre clinicos de Comunidad Auténoma de Madrid
(CAM) se desprende que este tipo de asociacion retrasa sensiblemente la aparicion de
recidivas (Tesouro et al, 1995¢). Ademas y en contraposicion a los resultados obtenidos en
medicina humana (Ribera et al, 1996), recientemente se ha sugerido que el alopurino! podria
tener un efecto preventivo en la presentacion de recidivas empleado a dosis de 20 mg/kg/dia,
la primera semana de cada mes y tras la administracion de una terapia mixta (30 inyecciones
de 100 mg de antimoniato de meglumine/kg/dia via IV/SC + 30 mg de alopurinol/kg/dia
durante 3 meses) (Ginel ef a, 1997),

El alopurinol también se ha empleado conjuntamente con anfotericina B a la dosis de
10 mg/kg/dia (Tesouro ef al, 1995¢) aunque, segan algunos autores, no parece aportar ningun
beneficio al empleo de anfotericina B sola (Delgado, 1994).

Otras asociaciones (alopurinol + Glucantime® + anfotericina B), utilizadas por
algunos clinicos, podrian ser eficaces en el tratamiento de la enfermedad pero, de momento,
no tenemos disponible ningin estudio riguroso (Tesouro ef al, 1995¢).

En la leishmaniosis visceral humana la combinacion de alopurinol (300 mg/dia) con
fluconazol (200 mg/dia) parece haber dado buenos resultados, con la ventaja de que ambos
farmacos son muy poco toxicos y se pueden administrar por via oral. Sin embargo, la
experiencia clinica, por el momento, s muy escasa (Torris ef al, 1996).

En leishmaniosis canina el empleo de alopurinol solo (a dosis de 10-15 mg/kg/dia
durante al menos 1 mes) parece conseguir la remision clinica y una reduccion en el titulo de

anticuerpos, pero no se obtiene la curacion completa (Vercammen et De Deken,1995; Liste ef
Gasedn,1995).
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Hay que tener en cuenta que el alopurinol tiene propiedades leishmaniostaticas (Marr
et Berens, 1977; Euzeby, 1988) mas que leishmanicidas, por lo que s6lo seria plenamente eficaz
en asociacion con otros farmacos a los que sinergiza (Euzeby, 1988) o, quizas, tendria que
prolongarse la medicacion durante un largo periodo de tiempo (Lester et Kenyon, 1996), incluso
después de una curacién parasitologica aparente (Kager e al, 1981).

Actualmente, otros andlagos de las purinas se encuentran en investigacion.
Particularmente, la 3'-deoxi-3'-fluoroinosina se ha revelado como un potente agente frente a
L.tropica y L. donovani tanto in vitro como in vivo (Shin et al, 1995).

AGENTES TERAPEUTICOS EN INVESTIGACION

Muchos compuestos se encuentran en distintas fases de investigacion para el
tratamiento de la leishmaniosis pero, las que parecen haber despertado un mayor interés son
las lepidinas (8-aminoquinolinas).

Estas sustancias, usadas habitualmente contra la malaria, parecen ejercer una
actividad mucho més potente que el Glucantime® frente a leishmaniosis visceral (Hanson ef al,
1977; Kinnamon, 1980), en particular la 8-(6-dietilaminohexilamino)-6-metoxi-4-metilquinolina,
también llamada WR-6026 (Kinnamon et of, 1978; Chapman ez al, 1979; Peters et al, 1980), Esta
lepidina se metaboliza en €] higado de la rata en dos compuestos mas polares que juegan un
importante papel en la actividad frente a la enfermedad (Euzeby, 1988).

La WR-6026 ha mostrado una excelente actividad in vivo, frente a leishmaniosis
visceral, tanto por via subcutanea como administrada oralmente (Peters ef af, 1980).

El mecanismo de accidn no es totalmente conocido. Parece que perturba el
metabolismo proteico, tras unirse al DNA mitocondrial (kinetoplasto); asi, las mitocondrias se
alterarian provocando el bloqueo de la cadena respiratoria del parasito (Euzeby, 1982). En
hamsters infectados con L.donovarni, 1]a WR-6026 administrada oralmente se ha mostrado
entre 400 y 700 veces mas potente que el antimomato de meglumine (Kinnamon et o/, 1978;
Croft, 1988), aunque también seria eficaz por via IM (Kinnamon et o/, 1979; Kinnamon, 1980).

En perros (beagles), se ha obtenido una efectividad anti-leishmania 100 veces mayor
que con Glucantime®. Por el contrario, experimentos in vifro revelan una actividad muy
nferior (alrededor de 3 veces mayor que el Glucantime®), lo que sugiere una transformacion
de esta sustancia en metabolitos particularmente activos, i vivo (Berman, 1985a; Croft, 1988).

Aunque se ha comprobado que este farmaco se tolera bien hasta una dosis tnica de
60 mg, al igual que otras 8-aminoquinolinas, la WR-6026 cataliza la oxidacion de la
hemoglobina dando lugar a la formacion de una moderada cantidad de metahemoglobina
reversible en la sangre de los perros (Croft, 1988) y de los animales de experimentacion.
Astmismo, ha mostrado una cierta actividad hemolitica (Euzeby, 1982).
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En el tratamiento de leishmaniosis visceral humana se ha obtenido algin éxito
terapéutico con WR6026 oral a la dosis de 0.75-1 mg/kg/dia administrada durante dos
semanas y mejores resultados se han logrado prolongando el tratamiento hasta un total de
cuatro semanas. Todo ello unido a la baja toxicidad asociada al producto (molestias
gastrointestinales, dolor de cabeza y metahemoglobinemia), aseguran futuros ensayos con
dosis mas elevadas y protocolos mas largos (Sherwood et al, 1994).

La eficacia de otras quinolinas tanto por via oral como por via parenteral, frente a la
leishmaniosis cutanea y visceral en animales de experimentacion, sugiere que la exploracion
de sus potenciales debe continuarse (Fournet ef al, 1994),

Existen muchos mas compuestos que han sido y siguen siendo objeto de
investigacion, A continuacion repasaremos brevemente algunos de ellos:

Las alalinamidas han mostrado actividad frente a amastigotes en macrofagos a una
concentracion similar al ketoconazol, pero su actividad in vivo no ha sido probada (Croft,
1988),

Entre los inhibidores del metabolismo de las poliaminas destaca el DFMO (D,L-alfa-
Difluorometilornitina), cuya toxicidad selectiva frente a tripanosomas esta bien establecida.
La reduccion irreversible de la ornitin decarboxilasa v de la sintesis de poliaminas, ejerce un
efecto citotoxico sobre las leishmanias (Euzeby, 1988; Fairlamb, 1989). Su actividad anti-
leishmania se ha mostrado en roedores: el DFMO al 2% en el agua de bebida es activo frente
a I.donovani y tiene un efecto sinérgico con el estibogluconato de sodio (Croft, 1988; Keithly et
Fairlamb, 1989). /n vitro su efectividad sobre promastigotes ha sido variable entre distintos
clones de L.infantum. El MFMO (delta-monofluorometil dehidroornitina) vy,
especialmente, el MFMOme (delta-monofluorometil dehidroornitina metiléster) se han
revelado como buenos inhibidores del crecimiento de amastigotes y de promastigotes de
L.infantum en cultivos celulares (Méndez, 1997).

La similitud entre la accion del alfa-DMFO y los retinoides ha determinado que estos
compuestos hayan sido también objeto de investigacion (Ortiz ef al, 1991). Por otro lado,
analogos de la bis(bencil)poliamina, como MDL 27,695, podrian interferir con la funcion
intracelular de las poliaminas naturales. MDL 27695 se ha revelado muy efectiva
administrada por via oral en ratones BALB/c experimentalmente infectados con L.donovani
(Baumann e a/, 1991).

Algunos antidepresivos, entre los que destacan la clorpromacina (Berman, 1985a;
Euzeby, 1988; Kharazmi et al, 1989) la quinacrina (Berman, 1985a) y la clomipramina (Croft,
1988) se encuentran en distintas fases de investigacion y necesitan de mas estudios para
determinar su posible eficacia en el tratamiento de esta enfermedad.

La hexadecilfosfocolina, derivado fosfolipidico perteneciente al grupo de las
alkilfosfocolinas, ha manifestado in vive e in vitro una efectividad netamente superior al
Pentostam®. Ademas, induce la diferenciacion de las lineas celulares leucémicas en células
mieloides maduras, y podria poseer una actividad inmunomoduladora, actuando como un
coestimulador en el proceso de activacion de las células T mediado por la interleuquina 2 (1L-
2) (Kuhlencord e al, 1992).
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El acido trans-aconitico, inhibidor de la enzima aconitasa, frena el crecimiento de
L.donovani. In vitro, inhibe la transformacion de amastigotes en promastigotes. En
leishmaniosis visceral experimental en hamsters ha mostrado su eficacia y su efecto sinérgico
con otros compuestos utilizados habitualmente en el tratamiento de la leishmaniosis
(antimoniato de meglumine, pentamidina y alopurinol) permitiendo una reduccion en las dosis
necesarias de estos medicamentos (Kaar et al, 1993).

Otras muchas sustancias, a parte de las ya mencionadas, se siguen investigando con la
esperanza de encontrar farmacos cada vez mas efectivos contra la leishmaniosis, con menos
efectos colaterales y con una posologia y coste econdmico que permitan una terapia mas facil
y asequible.

INMUNOMODULADORES

Las importantes alteraciones inmunologicas que se producen en el curso de esta
zoonosis han conducido al uso de sustancias inmunomoduladoras para el tratamiento de esta
enfermedad, por lo general, asociadas a farmacos mas especificos frente a las leishmanias,

Disponemos de dos tipos de inmunomoduladores:

* Inmunosupresores: cuyo objetivo seria deprimir la inmunidad humoral y
reducir la produccion de anticuerpos que, no sdlo no protegen contra la enfermedad, sino que
resultan nocivos para el hospedador por las lesiones tisulares que provocan.

* Inmunoestimulantes: cuyo objetivo seria estimular la inmumidad celular y la
actividad de los macrofagos.

El problema de los inmunomoduladores esta en que, a menudo, son incapaces de
actuar de forma discriminada sobre el sistetna inmunitario, de manera que tanto los
inmunosupresores como los inmunoestimulantes ejercen sus efectos, como veremos mas
adelante, sobre la inmunidad celular y humoral simultaneamente.

INMUNOSUPRESORES

Los inmunosupresores solo se utilizan ocasionalimente como parte de la terapia de
la leishmaniosis. Dentro de éstos, los corticosteroides (prednisona y prednisolona) son, sin
duda, los mas ampliamente empleados (Slappendel ef Greene, 1990; Cair6 et Font, 1991; Crende e
al, 1992; Martinez et Lloret, 1992). La mayoria de los autores los aplican, asociados a la
medicacion especifica, en los casos con insuficiencia renal (Slappendel ez Greene, 1990; Cairé e
Font, 1991; Denerolle, 1993) ante las evidencias que revelan el caracter inmunomediado de las
lesiones glomerulares que se desarrollan en el curso de este proceso (Slappendel, 1988;
Naskidachvili ez Peroux, 1988; Lopez et al, 1996). El empleo de corticoides estaria igualmente
indicado en caso de uveitis, ya que las inflamaciones oculares profundas responden mal al
tratamiento especifico solo (Roze, 1996).
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PREDNISONA/PREDNISOLONA

Mecanismo de accion:

Aunque los corticosteroides se utilizan como agentes inmunosupresores desde hace
muchos afios, sus mecanismos precisos de accion permanecen poco claros. Actian a varios
niveles provocando diferentes efectos (Tizard, 1996; Ferguson ef Hoeing, 1995).

- Efectos sobre la circulacion leucocitaria. provocan una disminucion en la cantidad
de linfocitos, eosinofilos y basofilos circulantes; el numero de neutrofilos, en cambio, aumenta
como consecuencia de una disminucion en la adherencia a los endotelios vasculares
(marginacion} y una migracion reducida a los tejidos ya que, los corticoides, deprimen la
mayoria de las caracteristicas de la inflamacion (inhiben el aumento de la permeabilidad
vascular, la vasodilatacion y la emigracion de los leucocitos desde los capilares y suprimen la
quimiotaxis de los neutrofilos, monocitos y baséfilos asi como la habilidad fagocitica de los
neutrofilos).

- Efectos sobre la inmunidad celular. depriren la capacidad de los linfocitos T para
producir la mayoria de las citoquinas (la excepcidén mas importante seria la IL-2). Parece que
interfieren el reconocimiento de los antigenos de histocompatibilidad de clase 1I por parte de
los linfocitos T y bloquean ia produccion de finfotoxinas y de los factores quimiotacticos de
los monacitos.

- Efectos sobre la inmunidad humoral: los efectos sobre la respuesta de anticuerpos
pueden ser variables y dependen de la dosis y el tiempo de administracion. En general, los
linfocitos B tienden a ser resistentes a los corticoides y se necesitan altas dosis para deprimir
la sintesis de anticuerpos.

Otros efectos de los corticosteroides incluyen la supresion de la produccion de
prostanoides e I1.-1 por los macrofagos, el bloqueo de la proliferacion capilar y fibroblastica y
el estimulo de la descomposicidon del colageno. Pueden, también, deprimir el eje hpofisis-
adrenal (Tizard, 1996; Ferguson o Hoeing, 1995). Ademas, aumentan la lipolisis y la
gluconeogénesis y disminuyen la sintesis proteica (Ferguson ef Hoeing, 1995).

Posologia:

La posologia es igual para la prednisona que para la prednisolona y varia dependiendo
del efecto que esperemos obtener de cualquiera de los dos compuestos.

En perros, las dosis anti-inflamatorias van de 0.5 a 1 mg/kg/12-24 h, mientras que
para conseguir un efecto inmunosupresor habria que aumentar la dosificacion a 2.2-6.6
mg/kg/12-24 h. La administracion puede realizarse por via IV, IM u oral (Davis, 1987; Papich,
1992; Tizard, 1996; Ferguson et Hoeing, 1995; Tennant, 1997). Hay que tener en cuenta que dosis
consideradas como antiinflamatorias, administradas durante largos periodos de tiempo,
pueden tener un efecto inmunosupresor (Arboix, 1994).
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En la leishmaniosis canina, las dosis mayoritariamente empleadas suelen ser de 0.5 a 2
mg/kg/dia (Bergeaud, 1988; Slappendel e Greene, 1990; Bourdoiseau, 1993; Roze et Pages, 1994;
Denerolle, 1996), durante un periodo de tiempo que va de una semana (Tesouro ef al, 1995¢) a un
mes (Roze e Pages, 1994),

Con el fin de minimizar el riesgo de una insuficiencia corticoadrenal aguda la
corticoterapia no debe interrumpirse bruscamente, sino reduciendo de forma paulatina la
dosis y la frecuencia de administracion (Compendium of drug therapy, 1991/1992; Tennant, 1997).

Efectos colaterales:

La mayoria de los efectos de los corticoides son dosis dependientes (Ferguson et
Hoeing, 1995) y derivan de sus mecanismos de accion: retrasan la cicatrizacion y curacion de
las fracturas, como consecuencia de la inhibicion de la proliferacion de capilares y fibroblastos
y de la estimulacion en la descomposicion del colageno; pueden inducir Ia presentacion de un
sindrome de Cushing (huperadrenocorticismo) vatrogénico, por supresion del eje hipofisario-
adrenal, favorecen la susceptibilidad a infecciones secundarias al bloquear la respuesta
inflamatoria y la inmunidad celular (Tizard, 1996).

Otras muchas reacciones adversas se describen en relacion con los corticosteroides:
desordenes en el equilibrio electrolitico (que se traducen en retencion de fluidos e
hipertension) y alteraciones musculoesqueléticas (debilidad y atrofia muscular, osteoporosis),
gastrointestinales (Ulceras, pancreatitis, distension abdominal, esofagitis ulcerativa),
dermatologicas (petequias, equimosis, eritema, piel fina), neurolégicas (dolores de cabeza,
vértigo, convulsiones, aumento de la presion intracraneal), oftalmologicas (cataratas,
glaucoma), etc. Se han observado, asimismo, reacciones de hipersensibilidad (urticaria,
anafilaxia y otras manifestaciones alérgicas).

En caso de sobredosificacion, podemos encontrar sintomas nerviosos, hemorragia
gastrointestinal, hiperglucemia, hipertension y edema (Compendium of drug therapy, 1991/1992),

Respuesta al tratamiento:

Como ya hemos comentado, la mayoria de los autores que emplean la corticoterapia
como parte del tratamiento de la leishmaniosis canina, lo hacen en los casos con insuficiencia
renal asociada a la enfermedad (Slappendel ef Greene, 1990; Cairo e Font, 1991; Denerolle, 1996).
En cualquier caso, el prondstico en los animales con fallo renal, a medio plazo, es bastante
malo y las supervivencias por encima de ! afio escasas (Naskidachvili & Peroux, 1988). En
efecto, Denerolle (1996) obtiene resultados relativamente buenos en animales con
insuficiencia renal utilizando alopurinol asociado a prednisolona (1 mg/kg/dia) y tratamiento
sintomatico, pero la mayoria de estos casos no viven mas de un afio (Denerolle, 1996).

Sin embargo, Caird y Font (1991) han obtenido algunas supervivencias de mas de tres
afios, en perros leishmanidsicos con insuficiencia renal, combinando el Glucantime® con
corticoides a dosis inmunosupresoras. A pesar de todo, recomiendan la eutanasia en los
animales que se presentan en tal estado (Cairé et Font, 1991).
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Por su parte, Bergeaud (1988), partiendo de un trabajo de Benderitter (1985) en el
que se lleva a cabo un estudio anatomopatologico de las lesiones renales en perros con
leishmaniosis, realiza un ensayo clinico utilizando corticoides a dosis inmunosupresoras
asociados a antimoniales pentavalentes (Bergeaud, 1988). En su estudio Benderitter (1985)
concluye que:;

- la insuficiencia renal en la leishmaniosis se asocia, en todos los casos, a una
glomerulonefiitis por deposito de inmunocomplejos previamente formados en la circulacion
sanguinea. De hecho, estudios recientes reflejan una predisposicion a sufiir dafios renales en
perros con niveles altos de inmunocomplejos circulantes (Lopez et al, 1996)

- la toxicidad del Glucantime®, considerada clasicamente la responsable de las
lesiones renales, no parece influir en la glomerulopatia

- Jos tratamientos inmunosupresores pueden modificar la produccion de anticuerpos,
desviando la formacion de inmunocomplejos de clase I y II (patégenos) hacia
inmunocomplejos de clase I1I (no patdgenos)

- es muy probable que los inmunocomplejos se depositen en otros muchos 6rganos.

Como ya hemos dicho, basandose en estas investigaciones, Bergeaud (1988) lleva a
cabo un ensayo clinico sobre 43 perros leishmanidsicos en los que el caracter inmunomediado
de las lesiones era altamente probable: glomerulonefiitis, uveitis, poliartritis y manifestaciones
cutaneas de la enfermedad.

Todos los casos constituian formas avanzadas de leishmaniosis (muchos de los cuales
no habian respondido a otras terapias) y se trataron con Glucantime® (100-200 mg
antimoniato de meglumine/kg/48 h via SC) asociado a prednisolona (1-2 mg/kg/dia via oral)
durante un minimo de 40 dias aunque, en algunos casos, se prolongd hasta obtener la
desaparicion completa de los sintomas. La prednisolona se interrumpid, de manera
progresiva, alrededor de 15 dias después de finalizada la estiboterapia.

De nueve casos con neffitis, tres murieron antes del afio y medio desde el inicio del
tratamiento pero seis recuperaron los valores normales de azotemia y creatinina durante 18
meses; ocho de los cuarenta y tres perros se volvieron serologicamente negativos entre los 6 y
los 12 meses post-tratamiento. En los animales con sintomas cutaneos cronicos (como ulceras
profundas en las almohadilias), que no respondieron a otros tratamientos, se obtuvo la
curacion clinica.

Treinta y cinco perros presentaron recidiva tras varios meses de alcanzada la curacion
clinica. Estas recidivas, no obstante, fueron menos severas y remitieron con un nuevo
tratamiento. La evolucion a largo plazo muestra que, en general, las recidivas son cada vez
menos severas y en espacios de tiempo mas prolongados. Al contrario, los individuos con
uveitis recaian sistematicamente sin que llegasen a alcanzar la remision clinica en ningtin
momento (Bergeaund, 1988).
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Otros estudios coinciden con estos resultados, observandose una discordancia entre la
evolucion de los signos cutaneos y biopatologicos y la evolucion de la uveitis, aun cuando se
asocia la quimioterapia a inyecciones subconjuntivales de corticoides. Asi, la uveitis puede
persistir de forma crénica, incluso ante la remision de los signos cutaneos y un descenso
significativo del titulo de anticuerpos especificos (Roze, 1990). Ademas, muchas veces las
lesiones oculares recidivan sin que se observe una reactivacion de la leishmaniosis
(proteinograma, estado general, etc.) (Varela, 1992). En estos casos es necesario actuar antes
de que se generalicen las sinequias iridianas (Roze, 1990).

Aunque la administracion de corticoides a dosis antiinflamatorias o inmunosupresoras
puede estar indicada en caso de uveitis (Roze, 1996), el empleo de antiinflamatorios no
esteroideos (AINE), particularmente del acido tolfenamico (Tolfedine®), permitiria reducir (o
incluso eliminar) la aplicacion de corticoides en tales casos (Roze ef Pages, 1994).

Basandose en su experiencia clinica y tras estudios comparativos entre el empleo de
Tolfedine® y de corticoides, Roze {1992} propone el siguiente protocolo terapéutico para la
uveitis asociado a la medicacion especifica (Roze, 1992):

- Tratamiento topico: colirio antibiotico asociado a dexametasona 2-4 instilaciones al
dia (dependiendo de la severidad de ia inflamacion) indefinidamente + colirio de atropina
durante 10 dias (lo ideal es obtener una midriasis moderada y no maxima) + inyeccion
conjuntival de metil-prednisolona con la frecuencia que se considere necesaria pero, al menos,
cada dos meses,

- Tratamiento general: Tolfedine® (4 mg/kg/48 h = 1ml/10 kg/48 h via SC, durante
6 dias y, a continuacion, 2 inyecciones/semana durante dos meses; después, se decide si se
interrumpe o se reinicia el tratamiento siguiendo las mismas directrices que para el primero) +
prednisolona, si es necesario, (a dosis mucho mas reducidas que cuando se emplea sola: 0.16
mg/kg/dia). Los efectos secundarios con Tolfedine® son muy raros (tan solo en un caso se
observo la aparicidon de vomitos y diarrea).

En conclusion, hay que tener en cuenta que estos tratamientos serian de interés dentro
de las formas graves de la enfermedad, con recidivas frecuentes y falta de respuesta a los
tratamientos clasicos, en las que la terapia inmunosupresora se revela de una gran utilidad. Sin
embargo, es evidente que la aplicacion del tratamiento sin corticoides es necesana y que €stos
parecen contraindicados en las formas menos severas. Seria, por tanto, necesario precisar los
criterios que caracterizan las formas en las que esta terapéutica podtia ser eficaz y aquellas en
las que es innecesaria e incluso nociva (Bergeaund, 1988),

INMUNOESTIMULANTES

En la leishmaniosis canina la inmunidad mediada por células {(que seria la efectiva
frente al parasito) se ve comprometida por la accion de la propia Leishmania. Ademas y
como ya es bien sabido, en los sujetos inmunodeprimidos la enfermedad es mas severa y la
respuesta terapéutica peor. Parece, por tanto, que la asociacion de inmunoestimulantes a la
terapia especifica podria ser de gran utilidad en el tratamiento de este proceso (Euzeby, 1988).
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LEVAMISOL

Isdmero levogiro del tetramisol, el levamisol es un antihelmintico ampliamente
empleado, por su amplio espectro de actividad, frente a un gran niimero de especies (Barta,
1992; Courtney et Roberson, 1995). En 1971 se detecta su efecto sobre las respuestas
inmumnitarias (Renoux e Renoux, 1971),

Mecanismo de accion:

Como antiparasitario, ejerce una accion paralizante sobre los nematodos provocando
en ellos una contraccion muscular sostenida. (Courtney f Roberson, 1995; Tennant, 1997).

Ademas, se sabe que el levamisol modula el sistema inmunitario corrigiendo los
desequilibrios inmunoldgicos: reactiva la inmunidad mediada por células, potenciando la
velocidad de diferenciacion de los linfocitos T (Tizard, 1996; Courtney et Roberson, 1995) y la
fagocitosis y destruccion intracelular de los parasitos por los macrofagos y granulocitos
(Barta, 1992; Tizard, 1996; Tennant, 1997). También incrementa la respuesta a antigenos y
mitogenos vy la actividad de los linfocitos efectores (Tizard, 1996; Courtney ef Roberson, 1995).

El levamisol carece de actividad inmumnitaria sobre individuos sanos, siendo su
efectividad mayor cuando la funcion celular T esta deprimida (Prescott e Baggot, 1991;
Tizard, 1996). Efectivamente, en ciertos pacientes anérgicos, este farmaco invierte la anergia
promoviendo la maduracion de los precursores de las células T a linfocitos plenamente
activos (Courtuey ef Roberson, 1995). En medicina humana se han visto efectos beneficiosos en
algunos pacientes con inmunodeficiencias, procesos inflamatorios e infecciones cronicas y en
determinados tumores malignos (melanomas, tumores de mama vy carcinomas
broncogenicos). Generalmente, esta droga disminuye la frecuencia, duracion y severidad de la
enfermedad en dichos pacientes (Courtney ¢f Roberson, 1995),

En los animales todavia no han sido probados estos efectos (Tennant, 1997). De hecho,
el empleo de levamisol ha ofrecido resultados decepcionantes, en perros y gatos, cuando se
ha empleado en el tratamiento de piodermas, tumores y dirofilariosis (administrado
diariamente o en dias alternos a dosis entre 2.2 y 24 mg/kg via oral). En ensayos clinicos
realizados en estas especies también parece haber tenido muy poco o ningun efecto (Barta,
1992) e, incluso, en algunos casos ha potenciado la progresion de las enfermedades infecciosas
(Prescott er Baggot, 1991).

Posologia:

La frecuencia y dosificacion del levamisol es muy importante en la consecucion de
una modulacion beneficiosa de la respuesta inmunitaria. Un tratamiento intermitente es mas
efectivo que uno continuo y las dosis que deben administrarse para un efecto
inmunoestimulante se encuentran en torno a 1/3-1/4 de las recomendadas para el tratamiento
antihelmintico, teniendo siempre presente que una sobredosificacion del medicamento puede
conducir a un estado de inmunosupresion y, por tanto, a una exacerbacion del proceso
(Courtney ef Roberson, 1995; Tennant, 1997).
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En la terapia antihelmintica el protocolo seguido es 5-12 mg/kg/dia via oral, durante
2-12 dias (Davis, 1987; Courtney et Roberson, 1995; Temmamt, 1997), mientras que como
inmunomodulador se utiliza a dosis de 0.5-2 mg/kg, 3 dias/semana en administracion oral
(Buracco ¢ al, 1990; Papich, 1992; Courtney ef Roberson, 1995). Enfermedades cronicas recurrentes
podrian requenr la repeticion de la pauta anterior para alcanzar la remision (Courtney et
Roberson, 1995).

Efectos colaterales:

Los efectos secundarios del levamisol via oral suelen ser ligeros siguiendo la
posologia recomendada, pero se intensifican al aumentar la dosis (aunque presenta un amplio
margen de seguridad) o al administrarlo parenteralmente, sobre todo, si se aplica en inyeccion
v

La intoxicacion se asemeja a los sintomas de envenenamiento por organofosforados
como salivacion, lagrimeo, excitabilidad, agranulocitosis, alteraciones hepaticas, vomitos,
diarrea, excitabihidad y otros signos del sistema central (SNC), edema pulmonar y lesiones
cutaneas inmunomediadas (Barta, 1992; Courtney ef Roberson, 1995; Tennant, 1997).

Respuesta al tratamiento:

La respuesta terapéutica depende de la dosis de farmaco, del momento de su
administracion y de la respuesta inmunitaria del enfermo (Prescott et Baggot, 1991). De
momento al menos, el levamisol no se utiliza con mucha frecuencia en el tratamiento de la
leishmaniosis canina. En todo caso, siempre se emplea como immunomodulador asociandose
a otros medicamentos mas especificos frente a esta parasitosis (Crende et al, 1992).

Los autores no parecen ponerse de acuerdo en lo que se refiere a su eficacia
terapéutica. Algunos afirman que su eficiencia es, en perros y gatos, muy escasa o0 nula (Barta,
1992; Aguils, 1994); lo cual, unido a los efectos secundarios derivados de su administracion,
haria desaconsejable su uso en estas especies animales (Barta, 1992).

Otros, en cambio, aseguran obtener una respuesta muy satisfactoria en el tratamiento
de la leishmaniosis canina cuando lo asocian a alopurinol. En efecto, Crende y col. (1992)
publican un trabajo en el que se describen los efectos terapéuticos de esta combinacion
medicamentosa. El protocolo de tratamiento que utilizan es;

- Levamisol. 2 mg/kg/dia oral; en tres ciclos de tres dias, interrumpidos por tres dias
de descanso, en el primer mes de tratamiento. En el segundo mes, los periodos de descanso
aumentan a siete dias. Durante el tercer v cuarto mes los intervalos entre ciclos se
incrementan a diez dias.

- Alopurinol: 20 y 30 mg/kg/12 h oral (para perros de mas y de menos de 30 kg,
respectivamente), durante todo el tratamiento.
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Estos autores seflalan como 52 perros leishmamodsicos respondieron
satisfactoriamente a la terapia, con desaparicion de los sintomas externos, en un plazo
maximo de 90 dias y normalizacion del proteinograma a partir del quinto mes. El 42% de los
animales presentaba algiin grado de insuficiencia renal, gue fue tratada antes de iniciarse la
terapia oral. Un caso presentd hepatitis yatrogénica que cedi6 al cesar, temporalmente, el
tratamiento, el cual se reinstauro tres semanas mas tarde junto con una dieta de apoyo.

En este mismo trabajo, se compara la respuesta clinica y la evolucion analitica a este
protocolo terapéutico con los resultados obtenidos tras la administracion de antimoniales a la
dosis de 60-80 mg de antimoniato de meglumine/kg/48 h IM en series de 15 inyecciones,
consiguiéndose una clara superioridad con la terapia oral en todas las fases del tratamiento.
Frente al uso de antimoniales a dosis de 150-200 mg de antimoniato de meglumine/kg SC,
hay una aparente igualdad en la rapidez y amplitud de la respuesta clinica y analitica, aunque
los datos indican una mayor persistencia de los logros terapéuticos conseguidos en los
individuos sometidos a la terapia oral propuesta (a los 18 meses post-tratamiento no se
conocia de la existencia de ninguna recidiva) (Crende et al, 1992).

A vpartir de la publicacion del protocole propuesto por Crende Casanegra y col.
(1992), algunos clinicos de pequefios animales lo han utilizado. En principio, la respuesta
terapéutica observada parece alentadora, pero la documentacion recogida procede de
veterinarios con una corta experiencia en el empleo de esta asociacion, por 1o que los
resultados en cuanto a la eficacia del tratamiento y, sobre todo, a la evolucion de los animales
tratados son poco precisos. Otros, sin embargo, no han obtenido una respuesta tan buena
(aunque su experiencia con esta asociacion es, igualmente, muy reducida), por lo que
consideran que deberia esperarse algun tiempo para que puedan confirmarse estos resultados
tan favorables (Tesouro et al, 1995¢).

CITOQUINAS

Las citoquinas son péptidos mensajeros que regulan multitud de actividades celulares
del sistema inmunitario (Peschel et af, 1994). Controlan a los macrofagos y linfocitos,
participando en la reaccion inmunomediada por células (Blood e Stiudert, 1990), actuando sobre
diversos receptores celulares (Tizard, 1996). Incluyen linfoquinas e interleuquinas (Blood et
Sttudert, 1990) y, en la actualidad, se conoce un gran numero de ellas.

El mayor conocimiento de la red de citoquinas y el aumento en la disponibilidad de
citoquinas recombinantes suponen implicaciones importantes en las nuevas terapéuticas.
Aunque la experiencia clinica con ellas es limitada, algunas entidades clinicas pueden
reconocerse como objetivos para la aplicacion de tales péptidos: 1) se ha visto que
interactuan con el crecimiento de las células malignas, por inhibicion directa de las células
tumorales o induciendo mecanismos de defensa del sistema inmunitario; 2) la defensa del
hospedador frente a agentes infecciosos esta regulada por la liberacion de citoquinas; 3)
reguladores negativos de citoquinas proinflamatorias pueden ser beneficiosos en el
tratamiento especifico de varios desordenes autoagresivos, 4)regulan la regeneracion celular y
tisular (Peschel et al, 1994).
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En el curso de la leishmaniosis la proliferacion del parasito parece estar, cuando
menos parcialmente, asociada a la falta de activacion de las células T, lo que supone una
reduccion en la produccion de interleuquinas y, por tanto, una menor estimulacion de los
macrofagos. Ademas, se ha apuntado la necesidad de una buena respuesta celular T por parte
del hospedador para la consecucion de resultados satisfactorios en la terapia con antimoniales
y pentamidina (Murray e al, 1993).

Tales aseveraciones se ven apoyadas por la observacion clinica de pacientes humanos,
con leishmaniosis visceral y deficientes en células T (inmunosupresion yatrogénica, SIDA
avanzado, etc.), que no responden adecuadamente a la estiboterapia (Longstaffe e Guy, 1986;
Quilici et al, 1988; Botet ef Portiis, 1993).

Por otra parte, en estudios experimentales iz vivo se ha demostrado la eficacia de las
linfoquinas frente a I.donovani (Reed et al, 1984). Todo esto hace que las citoquinas estén
siendo objeto de numerosos estudios relacionados con la leishmaniosis, in vitro e in vivo.

Un grupo de interleuquinas ha sido, y sigue siendo, especiaimente estudiado por su
implicacion particularmente importante en los mecanismos de defensa del hospedador: nos
referimos a los interferones y, mas concretamente, al interferén-gamma (IFN-gamma)
(Squires et al, 1993).

Después de fijarse a la membrana celular, los interferones inician una secuencia
compleja de procesos intracelulares que pueden provocar la inhibicion de la replicacion viral
dentro de las células infectadas y favorecer actividades inmunomoduladoras (Philip ef Duffus,
1992; Vademecum internacional, 1997). El [FN-gamma se encarga de controlar la produccion de
muchas linfoquinas. También aumenta la expresion de los antigenos de histocompatibilidad de
clase Iy 11, guia la diferenciacion y proliferacion de células hinfoides y no linfoides y acelera su
maduracion funcional (activa a los macrofagos y estimula la actividad citotdxica de los
linfocitos) (Philip ef Duffus, 1992).

Centrandonos en el tratamiento de la leishmaniosis, el IFN-gamma parece jugar un
papel especialmente importante en la defensa de! organismo frente a L.donovani. In vitro, esta
citoquina derivada de las células T activa directamente a los macréfagos humanos para
destruir las leishmanias intracelulares (Squires e al, 1993). Ademas, induce la acumulacion de
antimoniales pentavalentes dentro de los macrofagos, lo cual explicaria el aumento en la
eficacia de la estiboterapia (Pentostam®), tanto in vifro como in vivo (Haidaris ef Bonventre,
1983; Murray et al, 1988; Squires ¢ al, 1993),

En pacientes humanos con leishmaniosis visceral, Squires y col. (1993) realizan un
ensayo clinico comparado utiizando la terapia convencional (Pentostam®: 20 Sb**
mg/kg/dia) en 14 casos e inmunoquimioterapia (Pentostam® diario asociado a IFN-gamma
recombinante humano: 100 mcg/m’/48 h) en 10 enfermos. El IFN-gamma fue bien tolerado y
todos los pacientes respondieron a ambos tratamientos, clinica y parasttologicamente, aunque
la respuesta fue mas rapida en los individuos con inmunoquimioterapia (Squires et al, 1993).
Aun asi, no hay que olvidar que el IFN-gamma puede dar lugar a efectos secundarios como
fiebre, cefaleas, escalofiios, mialgias, fatiga, inapetencia y malestar general (Tizard, 1996;
Vademecun internacional, 1997). También se han descrito, en algunos pacientes, nauseas,
vOmitos, artralgias y reacciones de hipersensibilidad (Vademecun internacional, 1997).
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Sundar y col. (1994), han obtenido también una buena respuesta terapéutica con esta
asociacion en pacientes refractarios al empleo de tratamientos convencionales
{estibogluconato sodico, pentamidina o anfotericina B). El Gnico efecto secundario apreciable
fue la presencia de fiebre persistente (a pesar del uso de antipiréticos) que remitid al cesar la
terapia (Sundar et al, 1994).

En paises de la cuenca mediterranea los resultados terapéuticos con IFN-gamma
asociado a antimoniales en la leishmaniosis visceral, han sido wregulares. Tras fracasar
empleando 2 ciclos de antimoniato de meglumine (60 mg/kg/dia, 15 dias), Kaplanski y col.
(1996) obtienen una mejonia clinica y biopatologica muy importante, durante varios meses, en
un paciente con SIDA cuando asocian este mismo protocolo con IFN-gamma (100 mcg/dia,
15 dias, luego 3 veces por semana durante 1 mes SC) pero no consiguen la curacion completa
(Kaplanski  al, 1996).

Pérez y col. (1996) tratan a un nifio de 24 meses, que previamente habia recibido
antimoniales, alopurinol y pentamidina, con Glucantime® (100 mg de antimoniato de
meglumine/kg/dia, IV, 45 dias) asociado a IFN-gamma (2 millones U/mzldiaK> SC, 45 dias);
aunque al finalizar el tratamiento presentaba un buen estado general, al cabo de un mes
presento una recidiva (Pérez et al, 1996).

Estudios in vive con ratones experimentalmente infectados con L.infantum reflejan
que ¢l efecto del tratamiento con IFN-gamma recombinante es mejor en fases iniciales de la
infeccion. El reducido efecto en fases mas avanzadas podria deberse a cambios en las
poblaciones de macrofagos que conducirian a un aumento de macrofagos inmaduros que
mostrarian mejor capacidad hospedadora y peores propiedades efectoras que las células
residentes predominantes al principio de la infeccion (Kiderlen ez al, 1989).

La creciente experiencia en el uso de este inmunoestimulante en medicina humana,
unido a la menor capacidad de las céiulas T para secretar [FN-gamma y a las limitaciones de
los tratamientos con antimoniales, proporcionan una base racional para probar el IFN-gamma
en pacientes humanos con leishmaniosis visceral. Sin embargo, la indicacion del uso clinico de
los interferones en la especie canina requiere, todavia, del desarrollo de mas estudios
experimentales (Barta, 1992).

Recientemente se ha clonado y expresado el gen del IFN-gamma canino (Pinelli et af,
1997) pero, por el momento, carecemos de interferones de origen canino comercializados en el
mercado (Kruth, 1995). Aunque se ha visto, in vitro e in vivo, que el interferon-alfa (IFN-alfa)
presenta una cierta reactividad cruzada entre especies (Barta, 1992; Vademecum internacional,
1997) v, a pesar de que las citoquinas de diferentes especies tienden a tener estructuras
similares, una citoquina concreta de una especie determinada podria inducir la formacion de
anticuerpos frente a ella cuando se administra a otra especie, lo que limita el uso potencial de
algunas citoquinas recombinantes humanas en €l perro (Kruth, 1995). Ademas, la aplicacion ir
vive de citoquinas de otras especies ha producido, generalmente, resultados desalentadores
(Barta, 1992; Kruth, 1995).
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Otras actividades de los linfocitos T y de las citoquinas que éstos producen estarian,
asimismo, implicadas en una mejor respuesta al tratamiento con antimoniales (Murray ef al,
1991; Murray e af, 1995). La IL-2 ha mostrado, in vifro, un efecto sinérgico con los
antimoniales (Pentostam®) frente a amastigotes de L.donovani, particularmente cuando se
aplica la inmunoterapia en la fase no proliferativa seguida de la estiboterapia en la fase
proliferativa de los parasitos (Eslami et e/, 1996). El principal problema reside en la considerable
toxicidad de este compuesto que puede causar efectos secundarios severos incluyendo diarrea
y fiebre (Tizard, 1996).

Parece que las crtoquinas resultan muy prometedoras no s6lo como inmunoterapicos
sino también como coadyuvantes de vacunas, pero sera necesaria la produccion de citoquinas
recombinantes especificas de especie. En cualquier caso, la via de administracion, en general
parenteral, y su coste de produccién limitan mucho el uso de estas prometedoras sustancias
(Barta, 1992).

OTROS INMUNOESTIMULANTES

Actualmente, se investiga la actividad inmunoestimulante de otras muchas sustancias
y productos. Algunos autores han empleado bacterias, 0 componentes de las mismas, como
estimulantes indirectos de los macrofagos (Haidaris et Bonventre, 1983). El Mycobacterium
bovis (BCG) (Smrkovski et Larson, 1977) y el Corynebacterium parvum, producen un estimulo
generalizado de los linfocitos T y B, de la fagocitosis y de la resistencia a la infeccion. (Tizard,
1996; Haidaris ez Bonventre, 1983) En estudios in vifro ¢ in vivo, se ha visto que las cantidades
de antimoniales (Pentostam®) necesarias para inhibir la infeccion macrofagica por
L.donovami decrecen considerablemente para los macrofagos activados con una suspension
fijada de estas bacterias respecto a los no activados. Por el contrario, parece que esta
activacion macrofagica no estimula la capacidad leishmanicida de los macrofagos cultivados
en presencia de anfotericina B (Haidaris f Bonventre, 1983),

El fraccionamiento de Mycobacterium bovis ha dado como resultado el aislamiento
de varios constituyentes activos. Uno de ellos, el Muramil dipeptido (MDP), estimula la
produccion de anticuerpos, la activacion policlonal de linfocitos y la actividad de los
macrofagos, (Tizard, 1996) y su empleo como inmunoestimulante podria ser interesante en la
terapia de la leishmaniosis canina (Euzeby, 1988). Otras bacterias (0 productos de las mismas),
derivados fiingicos, vitaminas (vitamina E}, etc., son, asimismo, capaces de estirnular el
sistema inmunitario (Tizard, 1996).

La utilizacion de antigenos derivados del pardsito también parece interesante para
la consecucion del éxito terapéutico. Asi lo prueba un ensayo en 24 perros afectados de
leishmaniosis, en los que se compard el efecto de la quimioterapia sola (300 mg de
antimoniato de N-metil glucamina/48h, via IM durante 40 dias), con la inmunoterapia sola
(Fraccion 2 antigénica parcialmente purificada, derivada de promastigotes de L.infantum
utilizando SDS-PAGE = LiF2, 94-67 kDa, 50 mcg, IM, en 3 administraciones a intervalos de
7 dias) y con la combinacion de la quimio e inmunoterapia (iniciandose ésta ultima 15 dias
después de terminar con la quimioterapia).
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La respuesta al tratamiento se comprobo a los 3 y 6 meses de iniciarse la terapia. La
ausencia de parasitos en las punciones medulares era confirmada por cultivo antes de
considerar al animal parasitologicamente curado. Las curaciones parasitologicas con la
quimioterapia sola y con la inmunoterapia sola fueron 37,5% y 25% respectivamente,
mientras que con la combinacién de ambas fue del 100%. La alta eficacia de esta asociacion
seria posible porque, tras la reduccion en la carga parasitaria inducida por la droga, los
linfocitos T sensibilizados se estimularian por antigenos mitogénicos especificos, con la
consiguiente produccion de linfoquinas inductoras de la activacion de macrdfagos que
eliminarian los parasitos residuales en el perro (Neogy ef af, 1994), como asi lo sugieren otros
estudios /r vivo realizados en ratones experimentalmente infectados con L.major (Nabors et
Farrel, 1996).

Resumiendo, las terapias inmunoestimulantes en la practica de pequefios animales
estan en una etapa muy temprana de desarrollo (Kruth, 1995) y su uso clinico en el tratamiento
de la leishmaniosis ha sido, en muchos casos, menos exitoso de lo que auguraban los
experimentos in vifro.

VECTORES DE MEDICAMENTOS

Las células del sistema mononuclear fagocitario (SMF) del bazo y del higado son las
encargadas de retirar primariamente las particulas y vesiculas portadoras de medicamentos de
la circulacion general, inmediatamente después de su administracion parenteral (Croft, 1988;
Berman et al, 1992},

Teniendo en cuenta que Leishmania parasita las células del SMF y que las drogas
encapsuladas en portadores serian fagocitadas por estas células, los fairmacos ejercerian
su efecto directamente en el lugar donde se encuentran los protozoos siendo, por el
contrario, secuestrados de los demas organos, incluidos aquellos para los que estos
medicamentos fueran normalmente téxicos. De esta forma, aumentaria la eficacia
terapéutica y disminuiria la toxicidad del farmaco (Euzeby, 1988; Croft, 1988; Berman,
1985a). A pesar de estas ventajas existen algunos problemas técnicos con los vectores de
medicamentos que han de ser superados:

- el farmaco debe introducirse dentro los mismos y permanecer alli sin salir de su
interior hasta ser fagocitados.

- tienen que fundirse con el fagolisosoma que contiene la leishmania o ser digerido
por el macréfago para que el medicamento pueda ejercer su efecto.

- han de ser lo suficientemente pequeiios como para atravesar las arteriolas y alcanzar
las zonas inflamadas.

- no deben ser toxicos para los hospedadores.

También hay que tener presente que los vectores serian fagocitados por los

macrofagos viscerales, pero no por las células de la piel, lo que constituye un problema en la
enfermedad cutanea (Berman, 1985a).
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LIPOSOMAS

Los liposomas son vesiculas sintéticas, generalmente menores de 3 micras de
diametro, constituidas por anillos concéntricos de fosfolipidos de cadena larga altamente
saturados (dipalmitoilfosfatidilcolina, colesterol (Alving ef o/, 1978b) y dicetil fosfato) (Alving e
al, 1980; Euzeby, 1983; Croft, 1988) separados por fases acuosas (Weldon et al, 1983; Alving ef al,
19782). También existen liposomas integrados por fosfolipidos insaturados (lecitina de huevo),
pero resultan menos efectivos frente a Leishmaria que los que contienen fosfolipidos
saturados (dipalmitoilfosfatidilcolina) en su composicion (Weldon et al, 1983),

Estos vectores adquieren forma espontaneamente cuando los lipidos se dispersan en
un medio acuoso (Berman, 1985a). Los farmacos en este medio se incorporan, por lo menos
parcialmente, a las fases acuosas de los iposomas; los compuestos que presenten alguna
capacidad de solubilizarse en lipidos pueden, también, entrar en las fases lipidicas (Euzeby,
1982; Berman, 19852a).

El almacenamiento no parece ser un problema: a temperatura ambiente (de 10°C a
45°C) no se aprecian filtraciones de la droga durante 2 afios. La congelacion provoca la
ruptura de las vesiculas que también son inestables a 100°C (Steck, 1980).

Su administracion es siempre parenteral (fundamentalmente endovenosa) (Euzeby,
1988), ya que por via oral no solo no son efectivos (Berman, 19852) sino que, ademas, causan
una aparente exacerbacion del proceso como resultado de una supresion negativa del
parasito. Las vias intrapenitoneal e intramuscular, aunque menos usadas que la endovenosa, se
han revelado igualmente efectivas. Al contrario, la inyeccion subcutanea resulta
completamente ineficaz (Alving e o/, 1980).

Una vez en el organismo, los liposomas, se dirnigen directamente a las células del
SMF del higado y del bazo (Berman, 1985a), penetran en los macrofagos y se funden con los
fagolisosomas, en cuyo interior se encuentran las leishmanias; si estan cargados con un
medicamento, €ste ejerce su efecto directamente sobre los protozoos. Se conseguiria, asi, una
actividad terapéutica superior a la que proporcionan las drogas libres y, por tanto, seria
posible reducir las dosis del farmaco y, en consecuencia, los riesgos de intoxicacion (Alving et
al, 1978b; Steck, 1980; Euzeby, 1988).

Los primeros ensayos fueron realizados, experimentalmente en roedores, a finales de
la década de los setemta utilizando liposomas cargados con estibogluconato sodico y
antimoniato de N-metil glucamina, obteniéndose una eficacia entre 300 y 700 veces superior a
la de los antimoniales libres (Alving ef al, 1978a; Alving e al, 1978b; Steck, 1980).

Estudios posteriores confirman estos resultados y, asi, en hamsters infectados con
L.donovari, Alving y col. (1980) concluyen que: 1) el antimoniato de N-metil glucamina
encapsulado en liposomas, tenia una efectividad mas de 200 veces superior al compuesto
solo; 2) la estimulacion de la actividad frente al parasito era debida, exclusivamente, a la
droga encapsulada; 3) el Glucantime® encapsulado tenia efectos profilacticos y era efectivo
administrado 8 dias antes de la infeccion (cosa que no ocurre con la administracién del
farmaco libre) y 4) los liposomas vacios, lejos de tener algun efecto terapéutico, aumentaban
la mortalidad de los hamsters (Alving ef al, 1980).
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En perros infectados experimentalmente se reproducen los resultados obtenidos con
roedores, con una eficacia del Glucantime® encapsulado mas de 700 veces mayor que sin
encapsular. En ning(in caso se observaron signos de intoxicacion (Chapman et ol, 1984).

La formulacion liposomal facilitaria la distribucion del medicamento, permitiendo que
éste fuera parcialmente retemdo y dificultando su liberacién al torrente circulatorio para su
posterior eliminacién (Valladares ef al, 1997). Aunque €l tratamiento con liposomas cargados
con antimoniales parece efectivo, la desaparicion de los sintomas no siempre indica una
regresion de la enfermedad (Riera ef al, 1997) v una completa supresion de los parasitos
(Chapman et ai, 1984).

A pesar de los excelentes resultados logrados experimentalmente con los liposomas
tanto en roedores como en perros, en la infeccion natural la efectividad de los antimoniales
encapsulados es mucho més controvertida. Aguild {(comunicacion oral, 1994) indica que, en
su experiencia, con la administracion de Glucantime® encapsulado en liposomas los perros
enfermos mejoran mas rapidamente pero las recidivas se producen en un espacio de tiempo
muy similar a cuando se emplea el farmaco libre (Aguilé, 1994). Por su parte, Slappendel y
Greene (1990) obtienen resultados decepcionantes en la enfermedad espontanea (Slappendel ef
Greene, 1990).

La anfotericina B encapsulada en liposomas ha probado su efectividad en roedores y
monos, frente a I.donovani, con una reduccion de 2 a 4 veces en la toxicidad de la droga, lo
que ha permitido usar dosis mayores del medicamento (Berman et al, 1986). Una eficacia similar
se ha descrito frente a L.infantum, en ratones experimentalmente infectados (Gagneux et al,
1996).

En medicina humana, se han obtenido resultados alentadores con AmBisome®
(anfotericina B encapsulada en liposomas compuestos por fosfatidilcolina, colesterol y
distearoilfosfatidilglicerol) (Berman e al, 1992) en casos de leishmaniosis visceral complicada
(Seaman et al, 1995) e, incluso, curaciones en pacientes que no respondieron a otros
tratamientos especificos (Croft e af, 1991). Aunque muchas veces no se alcanza una curacion
completa de la enfermedad en individuos VIH positives (McBride et al, 1994), Torre-Cisneros y
col. (1993) han conseguido la remision clinica acompaiiada de cultivos medulares negativos
en dos pacientes VIH positivos con leishmaniosis visceral resistente a la estiboterapia (Torre ef
al, 1993). Davidson y col. (1994) también han logrado buenos resultados en pacientes
inmunodeprimidos (por SIDA, neoplasia o quimioterapia) con leishmaniosis (L.infamtum)
empleando AmBisome® a dosis de 1.37-1.85 mg/kg/dia durante 21 dias, pero las recidivas
dentro de los dos afios siguientes fueron la norma (Davidson ez al, 1994).

Posteriormente, Davidson y col. (1996) observan una excelente respuesta en
pacientes inmunocompetentes con leishmaniosis visceral (L. infamtum) y recomiendan una
dosis total de AmBisome® mayor o igual a 20 mg/kg, administrada en 5 6 mas dosis de 3-4
mg/kg durante, al menos, 10 dias (Davidson ez al, 1996). Similares son los resultados descritos,
por otros autores, en pacientes pediatricos (Catania ef a/, 1997), incluso ante una respuesta nula
a la estiboterapia y una activacion deficiente de la inmunidad celular (Piarroux et af, 1996).
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Thakur y col. (1996), por su parte, consiguen la curacion clinica (sin que en ningun
caso se apreciara recidiva 12 meses después) de todos sus pacientes (n=30)
independientemente de que recibieran una dosis total de AmBisome® de 6, 10 6 14 mg/kg
administrada en dosts de 2 mg/kg/dia (Thakur e af, 1996a).

Los efectos secundarios al tratamiento con AmBisome® son minimos (Thakur et 4,
1996a; Davidson e al, 1996) (elevacion de la urea y fosfatasa alcalina), transitorios y no se
requiere la interrupcion de la terapia (Davidson et al, 1994).

A parte de la anfotericina B encapsulada en liposomas, existen otras dos
preparaciones de esta droga asociada a lipidos: anfotericina B acomplejada con
dimiristoilfosfatidilcolina y dimiristoilfosfatidilglicerol (ABLC) y anfotericina B dispersa en
colesterol (ABCD: Amphocil®). Berman y col. (1992) demuestran que el Amphocil® es 15
veces (en hamsters ligeramente infectados) y 4 veces (en hamsters infectados con un elevado
numero de leishmanias) mas activo que la anfotericina B libre (Berman et af, 1992). Sundar y
col. (1997) afirman que la administracién de ABLC (1-3 mg/kg/dia hasta una dosis total de 5-
10 mg/kg) es efectiva en pacientes con kala-azar refractario al tratamiento antimonial (Sundar
et al, 1997).

La pentamidina encapsulada ha sido, igualmente, objeto de estudios experimentales
con resultados comparables a los obtenidos con los otros compuestos (Euzeby, 1982). También
las lepidinas se han mostrado mas efectivas cuando van encapsuladas en liposomas. Alving y
col. (1980) pusieron en evidencia, en hamsters experimentalmente infectados con L.donovani,
que la WR-6026 encapsulada, era entre 700 y 1800 veces mas efectiva que el Glucantime®
libre (Alving, 1980), de forma analoga a los hallazgos de Steck (1980) (Steck, 1980).

Se han realizado, incluso, ensayos in vivo con inmunoterapicos incluidos en
liposomas. Reed y col. (1984) llevaron a cabo un estudio en ratones infectados
experimentalmente con L.donovani chaguasi y posteriormente tratados con sobrenadantes
esplénicos ricos en linfoquinas, encapsulados en liposomas y libres, y estimulados y no
estimulados con concanavalina A (estimulador de las células T (Barta, 1992)). S6lamente los
ratones tratados con los sobrenadantes estimulados encapsulados en liposomas presentaron
una reduccion significativa en el numero de parasitos en el higado, demostrando que la
efectividad in vivo de las linfoquinas frente a la infeccion dependia de que éstas se encontraran
encapsuladas en los liposomas (Reed et al, 1984).

La administracion de interferon-y recombinante y de muramiltripéptido (MTP-PE)
encapsulados han mostrado una mayor eficacia en la reduccién de parasitos esplénicos que la
administracion de estas sustancias libres a dosis equivalentes. El hecho de que estas vesiculas
multilamelares se dirijan al higado y bazo las hacen particularmente apropiadas para la
distbucion de sustancias activadoras de macrofagos usadas para el tratamiento de la
letshmaniosis visceral (Hockertz ¢ al, 1991).

Las desventajas de los liposomas serian: que su administracion ha de efectuarse por
via parenteral, que podrian tener cierta toxicidad y que, tedricamente, las infecciones cutaneas
serian menos sensibles a la terapia con estos vectores (Berman, 19853). Ademas, el coste de
tales tratamientos resulta prohibitivo, al menos, en el gjercicio de la veterinara clinica
(Delgado, 1994 ; Denerolle, 1996).
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No hay que olvidar que, en muchos casos, solo existen estudios experimentales y que,
en la infeccion natural canina, no hay datos rigurosos disponibles sobre la efectividad de los
liposomas (Ferrer, 1992),

OTROS VECTORES DE MEDICAMENTOS

Aparte de los liposomas, se ha experimentado la accion de hematies cargados con
medicamentos leishmanicidas y recubiertos por inmunoglobulina G (IgG) para facilitar su
fagocitosis por los macrofagos. Las enzimas de los globulos rojos podrian reaccionar con los
farmacos atrapandolos dentro de su membrana en mayor grado del que lo harian con una
membrana compuesta solo por lipidos (Berman e Gallalee, 1985c). Ademas, los hematies no
son toxicos y podrian, por tanto, ser Utiles como vectores (Berman, 1985a),

Berman y col. (1986) han realizado ensayos in vivo en hamsters infectados con
L.donovemi. Utilizando pentamidina en hematies envueltos con 1gG a dosis de 2.5 mg/ke,
eliminan la casi totalidad de las leishmanias del higado y observan una actividad 200 veces
superior al estibogluconato sodico libre (Berman et al, 1986b).

Los niosomas son vesiculas constituidas por agentes tensoactivos no ionicos, lo que
los diferencia de los liposomas (Euzeby, 1988) aunque, aparentemente, no hay diferencias entre
ellos en relacion con su capacidad para transportar los antimoniales al higado. Por tanto,
parece que la eleccion de uno u otro sistema de transporte deberia basarse en consideraciones
como ausencia de toxicidad, coste y estabilidad y no en su eficacia como portadores. Con
respecto a esto, los niosomas podrian resultar mas ventajosos (Hunter et o/, 1988). El empleo de
este tipo de formulaciones vesiculares surfactantes no idnicas cargadas con antimontales ha
dado buenos resultados in vivo (Carter et al, 1997; Mullen e al, 1997).

En vista de la aparente incapacidad de las vesiculas multilamelares de gran tamafio
para llegar a la médula 6sea, el empleo de vesiculas de menor tamafio (liposomas 0 niosomas
sonicados) resolveria este problema. Esto se pone de manifiesto en un ensayo realizado en
ratones BALB/c experimentalmente infectados con I.donovani, en el que es posible alcanzar
concentraciones leishmanicidas de estibogluconato en el higado, bazo y médula 6sea con
pequefias dosis multiples utilizando pequefias vesiculas cargadas con la droga. Por el
contrario, con el medicamento incluido en vesiculas grandes se consigue un efecto de
supresion parasitaria significativa en higado y bazo, pero no en médula Osea (Carter et al, 1989).

El empleo de macromoléculas (polimeros glicosilados) como vectores de
medicamentos también resuita de gran interés. Asi, al menos, lo demuestran estudios in vifro
con macrofagos infectados con L.donovani, en los que se emplea poli-L-lisina glicosilada
como portador dirigido al receptor manosa-fucosa del macrofago por medio de residuos
manosil. Estos polimeros manosilados tienen la ventaja de ser muy solubles, faciles de
preparar, biodegradables, no tdxicos y apenas inmunogénicos incluso a dosis altas. Ademas,
se revelan como un buen sistema de transporte de agentes para los macrofagos infectados con
leishmanias y podria ser utilizado in vivo para aumentar la biodisponibilidad y/o reducir la
toxicidad de los farmacos leishmanicidas (Negre ef al, 1992),
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Las nanoparticulas, particulas coloidales solidas de 1 a 1000 nm, son materiales
macromoleculares en los que el principio activo es disuelto, atrapado, encapsulado y/o
adsorbido o agregado. Los materiales mas adecuados para nanoparticulas son butil e
isobutilcianoacrilato, albumina, gelatina o acido polilactico. Los métodos de produccion son
relativamente sencillos lo cual, unido al hecho de que pueden ser facilmente almacenados
durante periodos prolongados, hace que las nanoparticulas ofrezcan ventajas sobre los
liposomas. Al igual que éstos, las nanoparticulas son captadas eficientemente por las células
fagociticas y muestran una fuerte tendencia a acumularse en los lisosomas. La union de
medicamentos a nanoparticulas conduce a un incremento de su acumulacion en el higado y
bazo y, consecuentemente, a un aumento en la eficacia terapéutica. Por ejemplo, el
estibogluconato sddico aumenta, experimentalmente, su eficacia en 100 veces con respecto a
la droga libre (Kreuter, 1991).

En defimtiva, esta forma peculiar de administrar los farmacos leishmanicidas, a través
de vectores, merece ser investigada a fondo, ya que permitiria reducir las dosis, aumentar la
efectividad y disminuir los riesgos de toxicidad inherentes a los medicamentos. Ademas, éstos
se dirigirian selectivamente a los lugares donde se encuentran las leishmanias, pudiendo
disminuir la importancia de las recidivas (Euzeby, 1988).

TRATAMIENTOS DE APOYO

Al margen de los farmacos leishmanicidas o leishmaniostaticos y de las sustancias que
acthan sobre el sistema inmunitario, 2 menudo y en combinacion con los tratamientos
especificos, se emplea otra medicacion cuyo fin es paliar algunos sintomas que pueden
aparecer secundariamente o asociados a la leishmaniosis (Tesouro et al, 1995c¢).

Dentro de esta terapia de apoyo destacan: los antibidticos de amplio espectro (en
caso de piodermas secundarios) (Martinez e Lloret, 1992), la fluidoterapia (cuando el estado de
hidratacion del animal asi lo requiere) (Slappendel ef Greene, 1999; Martinez ef Lloret, 1992), los
antiinflamatorios (Buracco et Grazi, 1990), los reconstituyentes generales (aminoacidos,
proteinas, vitaminas) (Euzeby, 1982), las dietas hipoproteicas (en caso de elevacion de la urea y
la creatinina en sangre) (Roze ef Pages,1994) y las transfusiones de sangre o plasma en pacientes
CcOn anemia O caguexia severas (Vitoria, 1984).

El desarrollo de un fallo renal es, sin duda, la complicacion mas grave con la que
puede encontrarse el clinico en el curso de esta enfermedad (Kontos f Koutinas, 1993) y puede
aparecer, a los pocos meses o tras varios afios de detectarse los primeros sintomas
(Naskidachvili ¢ Peroux, 1988). Las manifestaciones de uremia pueden ser polisistémicas (Ross,
1992; Polzin e al, 1995):

- signos inespecificos: depresion, anorexia, pérdida de peso, poliuria/polidipsia,
hipotermia,

- signos digestivos. estomatitis, ulceracion oral, vomitos, diarrea
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- alteraciones hemiticas: anemia, tendencia a las hemorragias (debido a disfuncion
plaquetaria)

- sintomas muscoloesqueléticos: osteodistrofia (con desmuneralizacion oOsea,
particularmente en animales que no han alcanzado la madurez)

- alteraciones cardiovasculares: la hipertension es una de las complicaciones mas
frecuentes de la insuficiencia renal cronica pero su causa no ha sido, todavia, bien precisada.
Puede conducir a diatesis hemorragica y trastornos visuales o ceguera debido a hemorragias o
desprendimiento de retina

- alteraciones del sistema inmunitario. supresion de la inmunidad humoral y, sobre
todo, de la celular, con un incremento en la susceptibilidad a la infeccion

- sintomas respiratorios: taquipnea (secundaria a anemia o acidosis) y
bronconeumonia (como resultado de una inmunodeficiencia)

- signos neurologicos: debilidad (secundaria a una neuropatia periférica), apatia,
letargia {como consecuencia de una encefalopatia urémica). A medida que la uremia se hace
mas severa, encontramos sintomas como anomalias en el modo de andar, temblores,
convulsiones y coma, que pueden desarroliarse de forma aguda.

Independientemente de la causa que lo produzca, la fluidoterapia esta indicada en
los animales que presentan fallo renal con signos de uremia (Schaer, 198%; Rubin, 1995).

El primer objetivo durante una uremia intensa es corregir las alteraciones internas del
enfermo. Idealmente, esto permitiria al paciente vivir 1o suficiente para que se produjera la
reparacion del dafio renal agudo y la hipertrofia de las nefronas que permanecen viables, ya
que las lesiones renales existentes no pueden someterse a una terapia directa (Chew, 1992).

La fluidoterapia ayuda a corregir el déficit de liquido (deshidratacién) o el exceso
(hiperhidrosis, en animales oligtiricos) y las anomalias en el equilibrio electrolitico y acido-
base; inicia o aumenta la diuresis para mejorar la funcién renal y estimula la excrecion de los
productos metabolicos de desecho y las toxinas urémicas; restablece el volumen del fluido
extracelular para aumentar la perfusion renal y la filtracion glomerular (Schaer, 1989; Slappendel
et Greene, 1990; Chew, 1992; Rubin, 1995).

Inicialmente, la fluidoterapia se realizara por via endovenosa para asegurar un rapido
acceso a la circulacién y maximizar la perfusion renal y asi debe continuar hasta que los
signos clinicos de la uremia hayan desaparecido, el animal sea capaz de beber y comer y la
azotemia disminuya y se estabilice. En este momento puede sustituirse la via IV por la SC,
pero no se cesara la administracion parenteral de fluidos de forma brusca, sino que sera
gradualmente reducida a lo largo de varios dias (Schaer, 1989; Chew, 1992).

El empleo de diuréticos, tales como soluciones hipertonicas de dextrosa, manitol
(Chew, 1992) o furosemida (Roze ef Pages, 1994; Tesouro et al, 1995¢), estaria indicado en pacientes
oligiricos (Bourdoiseau, 1993; Gramer et Lane, 1995), previa rehidratacion completa de los
mismos {Chew, 1992) 0 en caso de hipertension (Ross, 1992).
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El tratamiento dietético de los animales con insuficiencia renal cronica estabilizada se
basa en la reduccion de la ingesta proteica utilizando dietas con proteinas de alta calidad
(Nelson et Couto, 1992; Polzin f al, 1995). Esto favorece la reduccion del nitrogeno ureico y de las
concentraciones de fosforo y permite una mejor calidad de vida a los pacientes con una
funcionalidad renal mermada. Ademas, existen evidencias de que si no se reduce la ingesta
proteica, la consiguiente hiperfiltracion glomerular puede desembocar en glomeruloesclerosis
y, por tanto, en la progresion de las lesiones renales (Nelson e Couto, 1992).

La aplicacion de corticosteroides como parte de la terapia en las formas severas de la
enfermedad y el tratamiento de las uveitis, han sido previamente comentados en el capitulo
dedicado a inmunomoduladores.

Aunque las terapias de apoyo no suelen presentar ninguna contraindicacion en el
tratamiento de la leishmaniosis canina, solo algunas de ellas serian estrictamente necesarias en
determinadas circunstancias. La insuficiencia renal y las hemorragias graves, serian las dos
complicaciones que con mas frecuencia precisarian de un tratamiento de soporte asociado a la
terapia especifica (Tesouro ef al, 1995¢).

Evidentemente, la terapia de apoyo no puede sustituir nunca a los tratamientos
especificos ya que, aunque inicialmente puede provocar una mejoria del estado general y de
algunas lesiones, con el tiempo los animales se vuelven refractarios a la medicacion
sintomatica (Buracco ef Grazi, 1990).

PRONOSTICO E INSTAURACION
DEL TRATAMIENTO

El problema practico estriba en la decision a tomar ante un perro con leishmaniosis:
tratamiento o sacrificio (Bourdoisean, 1993; Alvar et al, 1995).

Desde el punto de vista sanitario, el tratamiento de los perros plantearia algunos
problemas, ya que no existe un criterio homogéneo en el esquema de tratamiento (Tesouro,
1995a) v muchos de los protocolos terapéuticos que se siguen son empiricos y a
concentraciones subletales, lo que implicaria Ja seleccion de clones resistentes. Ademas, a
menudo la curacién clinica no se corresponderia con la parasitologica, lo que permitiria la
recuperacion de la capacidad de infectar flebotomos, por parte de algunos perros, unos meses
después del tratamiento (Alvar ef al, 1995).

Sin embargo y teniendo en cuenta, primero, que hay pocas comunidades dispuestas a
aceptar que se reduzca sin discriminacion la poblacion canina, segundo, que ent zonas de baja
endemicidad no esta justificada esta lucha especificamente contra la leishmaniosis canina vy,
tercero, que un gran nimero de animales seropositivos serian asintomaticos (algunos trabajos
arrojan cifras del 40% de los positivos (Ozon et al, 1995)), el sacrificio indiscriminado de los
perros enfermos no seria suficiente para disminuir eficazmente el reservorio (Roze et Pages,
1994),
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En esta situacion, las campafias deberian estar principalmente dirigidas contra los
perros callejeros (incontrolados) para combatir ésta y otras zoonosis (Sanchez Botija, 1936;
Gonzalez, 1955; OMS, 1984).

Esto se ve apoyado por estudios como el realizado por Catarsini (1989) sobre cerca
de 2000 perros tratados que convivian en estrecha relacion con sus duefios, con el especial
riesgo de transmision que esto supondria para los propietarios. Se encontrd, no obstante, que
ninguna de estas personas contrajo la enfermedad (Catarsini, 1989). Por otro lado, se han
descrito casos de personas afectadas que convivian con perros no infectados. Cabria
preguntarse si fa eliminacion del perro (principal fuente de infeccion) podria provocar una
adaptacion de los habitos alimenticios del vector hacia el hombre. La mejor solucion,
logicamente, seria la eliminacion del vector, empresa de dificil consecucion (Rodriguez er af,
1984).

En torno a 100-200 casos de leishmaniosis humana son declarados anualmente en
Espaiia (Ferrer, 1992; Anuario estadistico de la Comunidad de Madrid, 1993). Ayn admitiendo que
estas cifras subestimen la realidad seguirian siendo muy bajas si se comparan con los 15000
perros diagnosticados por afio en nuestro pais (Ferrer, 1997a). Por otro lado, la infeccion suele
ser poco peligrosa para los nifios, en los que el tratamiento es generalmente eficaz. Mas
amenazadora es, sin duda, para los adultos inmunodeprimidos (en los que el tratamiento se
revela poco efectivo) (Roze ef Pages, 1994).

Ante tal panorama, se entiende que en la actualidad un gran ntimero de perros
controlados puedan ser y, de hecho, sean tratados (Tesouro, 1995a) sin que existan razones
objetivas de peso que aconsejen, desde un punto de vista sanitario, una conducta diferente.
Asi, los criterios clinicos parecen haber tomado relevancia a la hora de decidir la instauracion
del tratamiento o el sacrificio del animal (Tesouro e al, 1995¢).

En este sentido, resulta imprescindible evaluar con extrema atenciéon todos los
elementos clinicos y laboratoriales de que disponemos: sintomatologia (estado nutricional y
lesiones); datos inespecificos de laboratorio (hemograma, proteinograma y determinacion de
ciertos parametros bioquimicos como la urea, la creatinina y la ALT) y datos laboratoriales
especificos (titulacion de anticuerpos y control parasitologico) (Tesoure ef al, 1992a; Tesouro et
al, 1992b). Basandose en todos estos parametros, Tesouro y col. (1992) describen las
siguientes fases en el curso de la leishmaniosis canina (Tesourv et al, 1992b):

- Periodo de incubacion y fases iniciales: sin signos aparentes o con sintomas
generales que pueden pasar desapercibidos (fiebre, abatimiento, pérdida de peso, lesiones
cutaneas leves y/o aisladas, etc.), con una duracion aproximada de 6-9 meses. Los datos
inespecificos de laboratorio son poco significativos (ligera anemia o leucopenia y aumento de
las proteinas totales) o pueden no estar presentes. El proteinograma se caracteriza por un
progresivo aumento de las y-globulinas y ligero descenso de la albumina; a veces, aparece un
pico en las o2-globulinas que coincide con los periodos de diseminacion de la enfermedad. El
diagnostico parasitologico puede ser dificil en estas fases, mientras que la tasa de anticuerpos
va ascendiendo paulatinamente hasta alcanzar valores significativos (mayor o igual a 1/100,
por inmunofluorescencia indirecta), lo cual se ha observado experimentalmente dentro de los
cinco meses post-infeccion (Vitu et al, 1973; Abranches et al, 1991b; Carrera ef al, 1996).
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- Fase de estado: los signos clinicos suelen ser muy sugestivos de la enfermedad, con
un predominio de las lesiones cutneas o viscerales o con la presentacion de un cuadro mixto.
El proteinograma muestra un importante aumento de las y-globulinas y disminucion de la
albumina, lo que se traduce en un incremento marcado de las proteinas totales y un descenso
del cociente albumina/globulinas (Alb/Glo). En esta fase se consiguen los mayores
porcentajes de éxito en el aislamiento del parasito, alcanzandose los valores maximos en el
titulo de anticuerpos. En ocasiones, encontramos perros, en esta fase, aparentemente
normales (fase subclinica) y son los datos de laboratorio los que revelan el estado real del
animal

-Fase de agravamiento: son estadios avanzados de la enfermedad en los que
aparecen comprometidas distintas funciones organicas (hematopoyética, inmunitaria, hepatica
y/o renal) y aparecen complicaciones (gastrointestinales, enfermedades intercurrentes, etc.)
que conducen, por lo general, a la muerte del animal. Los parametros biopatologicos reflejan
las afecciones organicas (anemia, aumentos en la urea, creatinina y ALT, etc). Las proteinas
totales van descendiendo hasta, incluso, alcanzar cifras normales o por debajo de lo normal,
con un proteinograma que pone de manifiesto unos valores elevados de las y-globulinas y un
descenso brusco de la albimina, hasta dar unos perfiles muy irregulares. La tasa de
anticuerpos continua elevada, pero con valores generalmente inferiores a los de la fase
anterior. El examen parasitologico suele ser positivo, pero no hay correlacion entre el
numero de parasitos y la gravedad del proceso.

- Fase de latencia: Los animales son asintomaticos con parametros biopatologicos
practicamente normales y descenso del titulo de anticuerpos hasta legar a alcanzar valores no
significativos. La identificacion del parasito rara vez se consigue en este estadio.

En la mayoria de estas fases, a excepcion de la fase de latencia, puede aparecer
también una elevacion mas o menos marcada de las B-globulinas (Groulade, 1988).

El conocimiento del estado general y de la fase de la enfermedad en la que se
encuentra el animal son de suma importancia en la emision de un prondstico v en la decision
de iniciar la terapia (Tesouro  al, 1995c).

La edad, la raza, el sexo y el titulo de anticuerpos no parecen tener influencia alguna
sobre los resultados terapéuticos (Denerolle, 1996). Sin embargo, la respuesta es mejor en
animales diagnosticados precozmente (Berenger, 1988) y sin apenas signos clinicos que en
aquellos que presentan sintomas viscerocutaneos severos (Mancianti ef af, 1988), siendo el
pronostico particularmente desfavorable en los perros que parten ya con un fallo hepatico o
renal (Reusch ef Reiter, 1987; Slappendel, 1988; Cair6 et Font, 1991; Ferrer, 1992; Denecrolle, 1996)
que, ademas, son mas susceptibles de no soportar el tratamiento (Catarsini, 1989).

La carga parasitaria, detectada en el material de biopsia, no tiene una particular

significacion: no se ha podido establecer ninguna conexion certera entre el mimero de
leishmanias encontradas libres o fagocitadas y el pronéstico (Catarsini, 1989).
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En cualquier caso, el pronostico médico debe ser siempre reservado debido, por un
lado, al caracter sistémico (Bourdoisean, 1993), cronico y, en principio, incurable de la
enfermedad (Nulez-Torrén e al, 1996) y, por otro, a la existencia de un amplio margen de
imponderables que no ofrece suficiente seguridad para un juicio mas preciso. Las
posibilidades de evolucion de la enfermedad son multiples y no facilmente predecibles.

El éxito de cada caso depende de todo un conjunto de factores que incluyen la
virulencia del parasito, la respuesta organica a la infeccion, el estado del animal, la precocidad
del diagnostico, la gravedad de las alteraciones (cutaneas, renales, hepaticas, bioquimicas), la
respuesta del organismo a la terapia especifica, etc (Catarsini, 1989).

En definitiva, el diagnstico de la leishmaniosis debe ser precoz, con el fin de
aumentar la eficacia del tratamiento (Berenger, 1988; Mancianti ef al, 1988; Alvar ef al, 1995) (si es
que se decide su instauracion) e interrumpir la cadena epidemioldgica lo antes posible
(Sénchez Botija, 1936; Gonzilez, 1955), v certero, muy especialmente en esta enfermedad en la
que, en ocasiones, se decide el sacrificio del animal (Berenger, 1988; Tesourv ef al, 1992a).

Seria recomendable, teniendo en cuenta que en la leishmaniosis la seroconversion
ocurre dentro de los tres meses siguientes a la infeccion, realizar analisis serolégicos en
diciembre de cada afio, de forma que los perros infectados en el periodo primaveral y estival
previos pudieran ser detectados (Alvar ef al, 1994).

CONTROL DEL TRATAMIENTO

En el perro los métodos terapéuticos actuales conducen, generalmente, a una
remision clinica mas que a la curacion de la enfermedad (Giauttret ef a/, 1976; Lanotte et al, 1979;
Slappendel, 1988; Ferrer, 1992; Kontos ¢f Koutinas, 1993; Alvar ef al, 1994; Denerolle, 1996). Las
recidivas (caracterizadas por la reaparicion de la sintomatologia y de alteraciones en el titulo
de anticuerpos (Lanotte e al, 1979) y en el proteinograma (Tesouro et al, 1995¢)) se presentarian,
habitualmente, durante los dos afios siguientes (Giauffret ef al, 1976; Rodriguez e al, 1984;
Longstaffe ef Guy, 1986; Slappendel, 1988; Catarsini, 1989; Cair6, 1991; Ferrer, 1992; Franc, 1993),
aunque la fase de la enfermedad en la que se instaure el tratamiento (Tesouro et af, 1995¢), asi
como la presencia de enfermedades concurrentes o de situaciones de estrés, podrian influir en
el tiempo hasta la aparicion de dicha recidiva (Tesouro, 1984a).

La curacion es rara pero posible (Roze f Pages, 1994). De hecho, se recogen casos de
aparente curacion hasta 5-7 afios después del tratamiento (Longstaffe ef Guy, 1986; Slappendet,
1988) y hay quienes llegan a conseguir una proporcién de curaciones (clinicas y serologicas)
de alrededor del 25-30% (Denerolle, 1996) en perros evaluados durante 2 ¢ 3 afios (Catarsini,
1989). Algunos consideran que un caso esta curado tras tres serologias negativas (realizadas
cada 3-6 meses) (Roze ef Pages, 1994).

Contrariamente, se detecta una pequefia proporcion de animales en los que el
tratamiento no tiene ninguna influencia sobre los sintomas y la enfermedad evoluciona de
forma aguda (Lanotte ef al, 1979). Esto también se ha observado en el kala-azar humano (Ben
Said et al, 1977) y podria ser debido a la existencia de cepas resistentes (Fuéri e al, 1997).
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Es mis, algunos autores sostienen que las recidivas aparecerian mas frecuentemente
tras varios tratamientos, como consecuencia de la seleccion de clones resistentes de
Leishmania (Farant-Gambarelli e al, 1997). Estas recidivas serian cada vez menos espaciadas y
el animal moriria en la dltima por una complicacion infecciosa, hemorragica o renal (Lanotte et
al, 1979). Otros, en cambio, consideran que la duracion del tratamiento hasta una nueva
remision seria menor (Groulade, 1983; Cair6 ef Font, 1991) y que las siguientes recidivas serian
menos graves y se espaciarian (Giauffret ef al, 1976; Rodriguez e al, 1984; Bergeaud, 1988).

Hay que tener presente, no obstante, que la disputa entre curaciéon incompleta y
reinfeccion todavia no ha sido resuelta (Kontos er Koutinas, 1993). En condiciones naturales
parece verosimil que los animales afectados puedan reinfectarse todos los afios en ausencia de
medidas profilacticas, tales como la aplicacion de productos insecticidas o €l mantenimiento
de los perros al abrigo de la picadura de los flebotomos, durante las horas de actividad del
vector por lo que, 2 menudo, resultaria dificil distinguir entre las recidivas debidas a un
tratamiento insuficiente y las reinfecciones (Lamothe, 1997).

Como se ya se ha descrito previamente, la leishmaniosis se acompafia no sélo de
signos clinicos mas o menos evidentes sino también de alteraciones biopatologicas y de un
aumento progresivo de la tasa de anticuerpos.

Tras una terapia efectiva los sintomas van desapareciendo hasta alcanzar una fase
asintomatica (Tesouro, 1984a). La anemia se corrige, con aumento en el numero de hematies
paralelamente al incremento del hematocrito y de la hemoglobina y el valor leucocitario se
normaliza (Groulade ef al, 1977).

La proteinuria, presente en un buen numero de animales, desaparece siempre que no
se acompaiie de fallo renal (Slappendel, 1988). Incluso los casos con azotemia elevada y valores
normales de creatinina en suero suelen tener una buena evolucion (Cabassu et @/, 1988h). No
ocurre lo mismo cuando existe una insuficiencia renal y, de hecho, el tiempo de supervivencia
estaria significativamente correlacionado con el estado de la funcion renal al iniciar el
tratamiento (Slappendel, 1988).

Por consiguiente, la eficacia terapéutica no debe valorarse en funcién de criterios
estrictamente clinicos (Giauffret et al, 1976), sino también en funcion de distintos parametros
biopatologicos (Tesouro ef al, 1995¢). Una vez instaurada la medicacion antileishmaniosica y
con los conocimientos que tenemos en la actualidad, dos criterios se ofrecen a los clinicos
para decidir cesarla o reiniciarla: la serologia y la electroforesis de las proteinas séricas
(GiaufTret e al, 1976; Rodriguez £ al, 1984; Groulade, 1988; Berenger, 1988; Euzeby, 1988; Tesouro ef
al, 1992b; Roze et Pages, 1994).

Distintos estudios han demostrado la utilidad de la IFI en el control de la evolucion de
los casos tratados (Dunan, 1978; Roze ef Pages, 1994; Millesimo ef af, 1996), al contrario que otros
métodos serologicos (Dot-ELISA test de aglutinacion directa, western blot) empleados para
el diagnostico de la leishmaniosis (Ferrer et al, 1995; Vercammen et De Deken, 1996; Aisa, 1997).

Aunque se ha descrito que la instauracion de la terapia entrafia un aumento inicial de
la tasa de anticuerpos (Dunan, 1978; Pospischil e a¢, 1987), en los animales tratados con éxito, se
observa una regresion de la misma entre uno y tres meses después de iniciada la medicacion
especifica (Vitm e al, 1973; Dunan, 1978; Reiter e al, 1985).
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Sin embargo y a pesar de que el titulo tiende a disminuir lentamente, generalmente, no
se negativiza (Gianffret et al, 1976; Tesouro, 1984a; Denerolle, 1996). El estudio cuantitativo de los
anticuerpos especificos presenta, ademas y segin algunos autores, un interés prondstico en el
curso del tratamiento. La persistencia de tasas elevadas indicaria, habitualmente, una recaida
rapida ligada a una infeccion visceral que persiste a pesar de la terapia especifica (Giauffret et
Tallercio, 1971).

El retorno a un trazo normal del proteinograma, con aumento de la albimina y
reduccion de las B y y-globulinas (Groulade, 1977) se alcanza entre 25 y 45 dias después de la
curacion clinica (Groulade, 1988), entre 10 (Reiter e of, 1985) y 14 semanas tras iniciar la terapia
(Vitu et al, 1973; Groulade, 1977; Tesouro, 1984a) 0 durante ¢l mes que sigue al cese del
tratamiento (Sanchis et al, 1976), segn la experiencia de distintos autores. La persistencia de un
pico en las oz~globulinas durante el tratamiento o su reaparicion en periodos de remision
indicaria un estado de curacion inestable (Groulade, 1988).

La vigilancia del animal debe hacerse con mas frecuencia durante el pericdo de
tratamiento hasta conseguir la normalizacion del proteinograma (Groulade, 1988). Estos
controles iniciales nos permitiran constatar qué tipo de respuesta se esta produciendo. Si
ésta es desfavorable habra que tener en cuenta la posibilidad de que estemos ante la
administracion de una dosis inadecuada, una resistencia al tratamiento, el desarrollo de
efectos adversos a la terapia o la existencia de un proceso asociado (Caird, 1991; Tesouro,
1995a; Niidiez-Torron et al, 1996). Un descenso significativo del titulo de anticuerpos, tras la
terapia, acompafiado de la persistencia parcial o total de la sintomatologia y/o de las
alteraciones del proteinograma seria especialmente sugerente de la presencia de una
enfermedad concurrente. Este tipo de respuesta {con descenso de la tasa de anticuerpos y
persistencia de anomalias en el proteinograma) ha sido particularmente descrita en la
concurrencia de leishmamosis y ehrlichiosis canina (Sainz, 1993).

En caso de una respuesta favorable se observa una mejoria del estado general
seguida, de una desaparicién de la sintomatologia y una normalizacion de los parametros
biopatologicos, tras lo cual los controles pueden espaciarse y efectuarse cada 3-6 meses
(Kontos ef Koutinas, 1993; Tesoure & al, 1995c; Roze et Pages, 1994; Ferrer, 1997b).

Realizando una supervisién periodica de estos parametros y tomando como
referencia los valores obtenidos una vez finalizado el tratamiento, podemos reiniciar la terapia
antes de la aparicion de los sintomas (Giauffret ef Tallercio, 1971; Groulade, 1983; Tesouro e al,
1992b; Franc, 1993), reconduciendo el curso de la enfermedad hacia una nueva fase de remision
(Tesouro ef al, 1992b), ya que el aumento en la tasa de anticuerpos y las perturbaciones del
proteinograma preceden a la aparicion de las manifestaciones clinicas (Dunan, 1978; Giauffret et
Tallercio, 1971; Groulade, 1988; Euzeby, 1988; Tesouro f al, 1992h; Roze e Pages, 1994), Algunos
autores reinstauran el tratamiento cuando se produce una elevacion de dos diluciones en la
titulacion frente a L.infantum (Bourdoiseau, 1993; Franc, 1993; Euzeby, 1988).

La ventaja del proteinograma seria que sus modificaciones son mas precoces y menos
persistentes que las reacciones inmunoldgicas (Groulade, 1988) v, por tanto, permitiria valorar
la eficacia terapéutica (Groulade, 1983; Denerolle, 1996) y realizar un tratamiento mejor adaptado
al estado evolutivo de la enfermedad (Groulade, 1988).
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Por otra parte, también resulta importante evaluar periédicamente el hemograma v las
funciones hepatica (mediante determinacion de transaminasas) y renal (analizando la urea, la
creatinina y la concentracion de proteinas en orina) (Roze et Pages, 1994) para establecer el
estado general del animal y ante la posibilidad de una complicacion en alguno de estos dos
Organos (Niiez-Torrén et al, 1996), especialmente en el rifion, ya que todos los perros
leishmaniosicos son nefropatas potenciales (Naskidachvili e Perous, 1988). Los resultados
permitiran precisar el prondstico y adaptar, eventualmente, las condiciones del tratamiento si
es que se opta por aplicarlo (Giauffret et al, 1976; Cairé, 1991; Slappendel ef Greene, 1990),

Recientemente se ha propuesto el empleo la técnica de la PCR, como parte del
programa de control de la leishmaniosis canina, de manera que el tratamiento del animal
enfermo se daria por conchuido cuando, ademas de conseguirse una desaparicion de la
sintomatologia, unos analisis hematicos dentro de los rangos fisioldgicos y un proteinograma
normal, la PCR realizada a partir de 2 muestras de médula Osea, obtenidas con 6 meses de
diferencia, fueran ambas negativas. Aun asi no estaria claro si estos animales se encuentran
libres de parasitos. Por otro lado, se ha podido detectar la presencia de protozoos en animales
aparentemente sanos, varios afios después del tratamiento (Ferrer, 1997b).

Algunos autores recomiendan la repeticion de tratamientos completos hacia el mes
de junio, antes de que comience la temporada de transmision por los flebotomos (Alvar, 1994),
o tratan sistematicamente a los animales cada 5 6 6 meses (Euzeby, 1988; Bergeaud, 1988; Franc,
1993). Estas practicas, encaminadas a limitar las recidivas y la transmision de la enfermedad,
son desaconsejadas por otros por considerarlas ineficaces, toxicas, caras y peligrosas, en la
medida en que constituyen un elemento favorable para la aparicion de quimiorresistencia
(Bourdoiseau, 1993) y porque, a menudo, no evitan la aparicion de recidivas (Tesouro, 1995a). La
administracion periédica de alopurinol (20 mg/kg/dia 1 semana al mes, indefinidamente)
también ha sido propuesta como una alternativa para el control a largo plazo de la
leishmaniosis canina (Ginel et al, 1997).

La esperanza de vida de los animales parece depender de la fase de la enfermedad en
la que se inicie la terapia, siendo mas corta a medida que ésta se administra en estadios mas
avanzados (Tesoure et al, 1985c) y, sobre todo, si la funcion renal estd comprometida
(Stappendel, 1988). La precocidad en la instauracion de los segundos tratamientos prolongaria
las expectativas de vida ya que las lesiones organicas serian menos importantes y la
parasitacion latente mas baja (Tesouro, 1994a).

Por Gltimo, es importanie que los propietarios de los perros afectados sean
detalladamente informados de las caracteristicas de la enfermedad y del tratamiento,
incluyendo la posibilidad de transmision, las bajas expectativas de alcanzar una curacion
completa, el coste econoémico y dedicacion que supone la terapia y la importancia de
controlar de forma periddica y sistematica al animal (Tesouro, 1995a; Alvar ef al, 1995; Nabez-
Torron e af, 1996). La concienciacion de los propietarios en todos estos aspectos es
fundamental para obtener su maxima colaboracion y poder, asi, conseguir los mejores
resultados terapéuticos (Martinez ef Lloret, 1992).
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PROFILAXIS

Desde hace décadas se viene trabajando en la elaboracion de vacunas eficaces frente
a este grupo de enfermedades. Numerosos estudios han sido realizados empleando parasitos
muertos o atenuados y se ha podido inducir proteccion frente a leishmaniosis cutanea
mediante inoculaciones intraperitoneales o intravenosas repetidas (Alexander, 1989). Asimismo,
experimentalmente in vivo, se ha conseguido inmunizacion frente a L.donovani empleando
promastigotes muertos asociados a adyuvantes (Holbrook et af, 1981). Sin embargo, la via
subcutanea ha sido, a menudo inefectiva o, incluso, ha exacerbado la infeccion (Alexander e
Russell, 1992).

Estos resultados han limitado el desarrollo de una vacuna de uso humano, no sélo
porque las vias de administracion resultan inaceptables, sino porque se hace necesaria la
aportacion de protocolos seguros que no puedan exacerbar la enfermedad (Alexander, 1989).

Para evitar estos problemas, en los Gitimos afios se ha iniciado el estudio sobre una
nueva generacion de vacunas basadas en criterios reduccionistas, que no utilizan el parasito
entero sino algunos de sus determinantes antigénicos (Martin ¢ al, 1993; Suffia et al, 1995)
implicando una minimizacion de los procesos de toxicidad e intolerancia. Segtin las diferentes
estrategias establecidas en su disefio se clasifican en vacunas recombinantes, anti-idiotipo y
formadas por péptidos sintéticos (Mc Mahon-Pratt, 1993; Martin e af, 1993 Frankerburg et al,
1996; Skeiky ef af, 1997). Su aplicacion se encuentra todavia en fases tempranas, pero las
expectativas de su futura utilizacion son extraordinariamente positivas (Martin e af, 1993).

Ante las actuales circunstancias y en ausencia de una vacuna eficaz disponible, la
erradicacion de la leishmaniosis canina es dificil debido al largo periodo de incubacion de la
enfermedad y a la presencia de animales asintomaticos.

Para iniciar un programa profilictico seria necesarioc combatir los vectores,
controlar los perros y determinar el papel de otros reservorios (Catarsini, 1989; Ferrer, 1992).

La lucha quimica antivectorial se ve impedida porque entrafia el empleo de
insecticidas en regiones enteras con las consiguientes consecuencias ecologicas (Catarsini,
1989). Sin embargo, se puede reducir el riesgo de transmisién limitando la exposicion del
hospedador vertebrado al vector, por ejemplo, manteniendo a los perros en cheniles libres de
flebotomos, desde €l anochecer hasta el amanecer en las épocas de maxima actividad del
insecto (Slappendel, 1988) o utilizando trampas para los vectores (Catarsini, 1989).

Otras medidas propuestas incluyen el empleo de insecticidas topicos en el hospedador
(Quiles et al, 1979; Catarsini, 1989), collares impregnados con piretroides (Killick-Kendrick ef
Killick-Kendrick, 1997) y mosquiteras de malla fina (Quiles et 4/, 1979; Slappendel, 1988;
Bourdoiseau, 1993) rociadas con permetrina (Maroli ef Lani, 1989). Estas acciones deben iniciarse
justo antes del pico de densidad del vector y repetirse pericdicamente hasta que finalice la
época de actividad del mismo (OMS, 1990).
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En lo que se refiere a la lucha dirigida directamente contra el reservorio, hay que tener
en cuenta que, a pesar de ser un importante problema veterinario en Europa, la destruccion a
gran escala de perros afectados es imposible y que, aunque hay evidencias de que existe una
buena correlacion entre la tasa de anticuerpos y condicion clinica del perro y la capacidad de
éste para infectar flebotomos (Dye, 1996), animales asintomaticos pueden también transmitir la
enfermedad (Molina et al, 1994a; Alvar e al, 1994). En consecuencia, la erradicacion de perros
vagabundos e incontrolados (Catarsini, 1989; OMS, 1990; Ferrer, 1992) y la deteccion y
tratamiento precoz de los afectados (Mancianti ef af, 1988; Gradoni e af, 1988; OMS, 1990; Kontos
et Koutinas, 1993) constituirian, junto con las anteriores, importantes medidas para el control de
la leishmaniosis canina.
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MATERIALES Y METODOS






ESTUDIO RETROSPECTIVO

Con ¢l fin de alcanzar los objetivos propuestos y dar respuesta a cuestiones relativas a
la evolucion de distintos parametros clinicos en el curso del tratamiento de la leishmaniosis
canina, lo primero que hicimos fue confeccionar una ficha en la que recogimos, de forma
homogénea, los datos mas relevantes de cada caso incluido en este estudio, tanto en el
momento del diagnostico como en los distintos controles realizados durante todo el tiempo
de seguimiento tras la instauracidn de una terapia especifica:

NOMBRE: Sexo: Edad: N° registro:

FECHA DIAGNOSTICO:

FASE DE ENFERMEDAD: Inicial / Estado / Avanzada
SINTOMAS:

TITULO IFL

PROTEINAS TOTALES: Alb:  q-glo: B-glo:  y-glo: Alb/Glo:

Urea: Creatinina; ALT:
TRATAMIENTO:
]
FECHA CONTROL EVOLUCION:
SINTOMAS:
TITULO IFI:

PROTEINAS TOTALES: Alb: a-glo:  p-glo:  y-glo:  Alb/Glo:

Urea: Creatinina: ALT:

TRATAMIENTO:
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Los casos fueron seleccionados de entre aquellos atendidos en las consultas de la
Facultad de Veterinarta de Madrid entre los afios 1986 y 1993. Para ello, tuvimos acceso al
archivo general, a partir del cual, fueron revisadas mas de 400 historias clinicas que reflejaban
un diagnostico de leishmaniosis canina,

De todas ellas, se consideraron aptas para nuestro estudio las relativas a los perros
que, una vez diagnosticados mediante métodos parasitologicos (observacion directa del
parasito) y/o inmunologtcos (IFI > 1/100), fueron sometidos a una terapia especifica y a un
seguimiento posterior, en el que se detallara la evolucion del caso para valorar la respuesta a
dicho tratamiento. Finalmente, un total de 104 casos clinicos fueron incluidos en este estudio
retrospectivo.

Los casos integrados en dicho estudio fueron clasificados segin el sexo, la edad, la
fase de la enfermedad en que se encontraban en el momento del diagndstico y el
tratamiento especifico recibido.

Los criterios de clasificacion en funcion de la edad de los animales en el momento del
diagnostico fueron los siguientes:

- Jovenes: hasta 2 afios de edad.
- Adultos: mayores de 2 afios y menores de 8 afios.

- Viejos: a partir de 8 afios de edad.

Los animales fueron incluidos, segin la fase de la enfermedad en la que se
encontraban en el momento del diagnostico, en los grupos que se detallan a continuacién. En
esta clasificacion hemos seguido los criterios sefialados por Tesouro y col. (1992) (Tesouro,
1992b), estableciendo los tres grupos siguientes:

- Fase I: incluye el periodo de incubacion y fases iniciales de la enfermedad.
Clinicamente los animales no presentan sintomas o éstos son moderados e inespecificos.
Analiticamente se caracteriza, fundamentalmente, por una disproteinemia poco marcada o
incluso nula, manteniendo practicamente normales los valores de alblimina sérica y por
presentar titulos positivos, por IFI, < 1/800.

- Fase E: se corresponde con las fases de estado de la enfermedad. Los
animales presentan uno de los cuadros clinicos (cutaneo, visceral 0 mixto) caracteristicos de
la leishmaniosis canina. Las alteraciones biopatologicas son diversas segun los organos
afectados; la disproteinemia esta representada por una elevacion muy evidente de las y-
globulinas, generalmente acompaiiada de un aumento de las B-globulinas, lo que determina el
incremento de las proteinas séricas totales en estos estadios de la enfermedad. En todos los
casos los titulos por IFI son > 1/400.
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- Fase A: incluye las fases avanzadas de la enfermedad, que se caractenizan
por la presencia de complicaciones organicas (renales, hepaticas, cardiacas, etc.) graves o
irreversibles. Los analisis clinicos reflejan estas complicaciones, encontrandose importantes
alteraciones biopatologicas. El perfil del proteinograma y la tasa de anticuerpos especifico son
variables obteniéndose, en ocasiones, titulos inferiores que en la fase anterior.

Atendiendo al tratamiento especifico empleado en cada uno de los casos clinicos de
nuestro estudio confeccionamos la siguiente clasificacion:

- Grupo G1 : Glucantime® a dosis entre >100 y 150 mg/kg/dia, por via
intramuscular, en ciclos de 20 inyecciones en el pertodo de 1 mes (dos tandas de 10
inyecciones, inyecciones en dias alternos, etc).

- Grupo G2 : Glucantime® a dosis entre 50 y 100 mg/kg/dia, por via
intramuscular, en ciclos de 20 inyecciones en el periodo de un mes.

- Grupo G1+Z : Glucantime® a dosis entre >100 y 150 mg/kg/dia, por via
intramuscular, en ciclos 20 inyecciones en el periodo de 1 mes, asociado a Zyloric® a dosis
entre 10 y 20 mg/kg/dia.

- Grupo G2+Z : Glucantime® a dosis entre 50 y 100 mg/kg/dia, por via
intramuscular, en ciclos 20 inyecciones en el periodo de 1 mes, asociado a Zyloric® a dosis

de 10 mg/kg/dia.

Una vez definida esta clasificacion, se procedio al estudio de la evolucion clinica y
biopatolégica a corto, medio y largo plazo, incluyendo la respuesta inicial a la terapia recibida,
las remisiones y recidivas a lo largo del seguimiento, asi como la dinamica de anticuerpos
especificos y del cociente Alb/Glo de los distintos grupos establecidos.

La respuesta a corto plazo, dentro de los dos primeros meses tras el inicio de la
terapia, fue clasificada atendiendo a los siguientes requisitos:

- Muy Favorable: desaparicion o mejoria evidente de los sintomas, tendencia
a la normalizacion del proteinograma y descenso del titulo de anticuerpos.

- Favorable: falta uno de los tres supuestos anteriores o se presentan en
grado moderado.

- Nula: la sintomatologia y las alteraciones biopatoldgicas se mantienen mas
0 menos estables y Ia tasa de anticuerpos puede, incluso, aumentar.

- Desfavorable: empeoramiento de la sintomatologia y de las alteraciones

biopatologicas; generalmente, se produce por una complicacién renal que suele conducir a la
muerte del animal.
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Para valorar la respuesta a medio y largo plazo, los criterios que definen la
consecucion de una remision y la aparicion de una recidiva quedaron establecidos de la forma

que sigue:

- Remisién: desaparicion de la sintomatologia, normalizacion del
proteinograma y descenso del titulo de anticuerpos. La consecucion de la remision determina
la finalizacion de la terapia, de manera que los ciclos de tratamiento se sucedian hasta lograr
ésta.

- Recidiva: aparicion de sintomatologia compatible con la enfermedad,
alteracion del proteinograma y/o aumento significativo del titulo de anticuerpos con respecto
al ultimo control. La aparicion de la recidiva determinaba la reinstauracion de la terapia.

La evolucion del titulo de anticuerpos vy del cociente Alb/Glo, a lo largo de un
periodo de un afio de permanencia en renusion fue estudiada atendiendo al titulo y cociente
iniciales (en el momento del diagnostico). En este sentido, los casos fueron clasificados en las
siguientes categorias:

- Titulo inicial: 1/100 - Alb/Glo inicial: <0.2

- Titulo inicial: 1/200 - Alb/Glo inicial: 0.2 - 0.39
- Titule inicial: 1/400 - Alb/Glo inicial: 0.4 - 0.59
- Titulo inicial: 1/800 - Alb/Glo inicial: 0.6 - 0.79
- Titulo inicial: 1/1600 - Alb/Glo inicial: > 0.79

- Titulo inicial: 1/3200

- Titulo inicial: 1/6400

Al igual que en la evolucion del titulo de anticuerpos y del cociente Alb/Glo, en el
analisis de los periodos de presentacion de recidivas y de permanencia en remision, se
considerd el tiempo transcurrido desde el momento de instauracion de la terapia.
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ESTUDIO PROSPECTIVO

En este estudio se incluyeron 61 perros de diferente raza, edad y sexo, atendidos
entre los afios 1993-1996 en las Consultas de la Facultad de Veterinaria de Madrid y
diagnosticados de leishmaniosis por el Servicio de Diagnostico de Leishmaniosis de esta
misma Facultad, mediante técnicas especificas parasitologicas (observacion directa del
parésito) y/o inmunolégicas (IFI > 1/100) (Tesouro, 19842).

Los perros fueron inicialmente evaluados mediante examen fisico y biepatolégico
con el fin de determinar el estado general de los animales, la fase de la enfermedad y las
posibilidades de éxito terapéutico.

Con el fin de caracterizar la poblacion de nuestro estudio y valorar la respuesta a la
terapia los casos fueron clasificados en funcién del sexo, la edad y de la fase de la
enfermedad en el momento de diagnostico, siguiendo los mismos criteros que en el estudio
retrospectivo. Asimismo, estos casos fueron clasificados segin el peso, la presencia o no de
afeccion hepatica y/o renal y ateniendo al cuadro clinico (Asintomatico, Cutineo,
Visceral y Mixto) que presentaron en el momento del diagnostico.

Tras informar detalladamente a los propietarios de las caracteristicas de este proceso
y una vez decidida la instauracion del tratamiento se les instruy6 sobre la pauta y forma de
administracion de los farmacos atendiendo al siguiente protocolo terapéutico:

1) Tratamiento (G1+Z-SC)

En cada ciclo de tratamiento se empled Glucantime® por via subcutanea, a la dosis
de 150 mg de antimoniato de meglumine/kg/dia en dos tandas de 10 dias separadas por 10
dias de descanso (hasta un maximo de 4500 mg/animal/dia), asociado a alopurinol (Zyloric®)
por via oral, a la dosis de 10 mg/kg/12 h durante 45 dias sin interrupcion, iniciandose la
administracion de ambos farmacos el mismo dia.

El empleo de una terapia de apoyo fue limitada a unos pocos casos en los que se
consider6 que la sintomatologia asociada asi 1o requerta. La fluidoterapia y/o la restriccion de
proteinas en la dieta fueron incluidas en el tratamiento de los pacientes que se presentaron con
una insuficiencia renal. Los animales con alteraciones digestivas (vomitos, diarrea, etc.)
fueron tratados sintomaticamente con antieméticos, protectores de la mucosa, dietas
especiales, etc. En los casos con insuficiencia hepatica la alimentacion se basd en preparados
comerciales adecuados para dicha afeccion. Por dltimo, en los perros con uveitis asociada, se
empled medicacion topica apropiada en forma de colirios con corticosteroides, atropina y
antibioticos y de inyecciones subconjuntivales de metilprednisolona.

En funcion de la respuesta a la terapia los animales podrian ser sometidos a nuevos
ciclos de tratamiento.
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2) Control del tratamiento

Los animales fueron controlados clinica y biopatoldgicamente antes de iniciar la
terapia y entre 15 y 30 dias después de finalizar el primer ciclo tratamiento. En este control se
valord la respuesta a corto plazo (siguiendo los mismos criterios que en el estudio
retrospectivo). En los perros cuyo estado general lo preciso, los controles (especialmente los
de tipo biopatologice) se realizaron, incluso, durante la administracion de la terapia prescrita.

Cuando, tras la finalizacion del primer ciclo, los resultados recogidos en el control
aconsejaron la administracion de un nuevo ciclo se repetid, a continuacion, el mismo
protocolo de tratamiento, realizandose un nuevo control al finalizar el mismo. Los ciclos de
tratamiento podian repetirse varias veces, considerandose concluido éste cuando se hubiera
alcanzado la remision. Los cniterios seguidos para considerar la consecucion de la remision
(respuesta a medio plazo) coinciden con los expuestos para el estudio retrospectivo.

Ademas y al igual que en el estudio anterior, para valorar la respuesta a large plazo
en los perros que alcanzaron la remision se llevaron a cabo una serie de controles
programados, cuyo numero y periodicidad estuvieron sujetos a pequefias variaciones en
funciébn de la disponibilidad de los propietarios. Estos controles se realizaron,
aproximadamente, cada 3 meses durante el tiempo que durd el periodo de supervisionion de
cada animal. La deteccion de una recidiva determinaba la reinstauracion de la terapia.

Los datos obtenidos de la exploracion y de la analitica, tanto en el momento tnicial
como en los diferentes controles, fueron recopilados en una ficha que incluia un mayor
mimero de variables que la del estudio retrospectivo:

NOMBRE.: Raza: Sexo:
N° registro: Edad: Peso:
FECHA DIAGNOSTICO:

FASE DE ENFERMEDAD: Inicial / Estado / Avanzada
SINTOMAS:
TITULO IFT:

PROTEINAS TOTALES: Alb: o-glo: B-glo: y-glo: Alb/Glo:

Urea: Creatinina: ALT:

Hematocrito: Hemoglobina: Hematies: Leucocitos:
Neutrofilos: Linfocitos: Eosindfilos: Monocitos:
TRATAMIENTO:
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FECHA CONTROL EVOLUCION:
SINTOMAS:
TITULO IFT:

PROTEINAS TOTALES: Alb: a-glo: pg-glo: y-glo: Alb/Glo:

Urea: Creatinina; ALT:

Hematocrito: Hemoglobina: Hematies: Leucocitos:
Neutrofilos: Linfocitos: Eosindfilos: Monocitos:
TRATAMIENTO:

En cada uno de estos controles, se recogian muestras de sangre de la vena cefalica {en
EDTA, en hepanna) para la realizacién del control biopatologico e inmunolégico que
incluia los parametros indicados en la ficha.

El titulo de anticuerpos anti-L.infantum, utilizado en el diagnostico especifico y
posterior control de los animales tratados, fue valorado por la técnica de IFI adaptada por
Tesouro (1984) (Tesouro, 1994a).

El hemograma (hematocrito, hemoglobina, recuento de globulos rojos y recuento de
globulos blancos) fueron analizados empleando el contador hematologico Microcell counter
F-800 (Sysmex®). La formula leucocitaria fue determinada, en extension de sangre tefiida
con May Griinwald-Giemsa®, por recuento de 100 células blancas al microscopio optico.

Las proteinas plasmadticas totales fueron valoradas mediante refractometria (Atago
Co,,Ltd). La técnica empleada para calcular la albimina, las o, B y y-globulinas y el cociente
albimina/globulina, fue la separacion electroforética de las proteinas utilizando la
metodologia y los materiales recomendados por Atom®.

Los valores de ALT (GPT), urea y creatinina fueron obtenidos con €l analizador de
quimica seca Reflotron® (Boehringer Mannheim), trabajando a 25°C.

Para la interpretacion y clasificacion de los parametros del proteinograma y del
hemograma se consideraron como valores de referencia los aportados por Bush (1991) y para
la bioquimica seca los los proporcionados por el laboratorio fabricante del analizador
Reflotron®.
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En este estudio prospectivo se analizo, no solo la dinamica del titulo de anticuerpos
y del cociente Alb/Glo, sino también la evolucion del resto de los parametros biopatologicos
valorados, a lo largo de un afio de seguimiento, en el grupo de animales que alcanzo la
remision y la mantuvo durante este periode de supervision.

Al igual que para la evolucion de los parametros biopatologicos que acabamos
exponer, para el analisis de los periodos de presentacién de recidiva y de permanencia en
remision se considero el tiempo transcurrido desde el momento del diagnostico.

Los datos clinicos y biopatologicos obtenidos en el momento del diagnostico y en el
de la remision se utilizaron para caracterizar la respuesta terapéutica, asi como para
determinar las posibles variables que actuaran como factores con valor prondstico.

ANALISIS DE LOS DATOS

El analisis estadistico de los datos se realizo en el Centro de Proceso de Datos de la
U.CM utilizando el programa BMDP (OPENVMS AXP VERSION V6.2, de BMDP
SOFTWARE, INC. USA). También se empled el programa informatico SIGMA (HORUS
HARDWARE, 1987). Los métodos estadisticos utiizados fueron los siguientes:

- Para la descripcion de las muestras se emplearon tests de estadistica basica y
descriptiva.

- Para comparar las distribuciones de las distintas variables cualitativas se utilizaron
los test de chi cuadrado (xz) y de comparacion de porcentajes.

- Para la comparacion de dos medias se empleo el test de la 7 Student. Cuando estas
comparaciones se realizaron entre dos medidas repetidas se aplicaron los tests de la # pareada
y de Wilcoxon.

- Para la comparacion de mmiltiples medias se emple6 el analisis de varianza
(ANOVA) para uno y para dos factores completado con el método Bonferron.

- Las asociaciones entre las variables cualitativas fueron determinadas utilizando el
test de xz, seguido del test de comparacion de porcentajes {entre las distintas categorias y el
global).

- Las relaciones entre las variables cualitativas y las cuantitativas se hallaron mediante
el analisis de varianza de comparacion de multiples medias (ANOVA), seguido del calcuid del
valor de la F de Snédécor para comprobar la homegeneidad entre las dispersiones de cada
categoria con la global.
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- Las relaciones entre las variables cuantitativas fueron valoradas calculando los
coeficientes de correlacion entre las mismas.

-~ Para estudiar la evolucién del titulo de anticuerpos y del cociente Alb/Glo se
calcularon las correspondientes ecuaciones de regresion de las curvas que mejor se ajustaron
a dicha dinamica.

- Para verificar si una distribucion se ajustd a una curva de probabilidad normal se
utilizd la prueba de Kolmogorov-Smimov.

-~ Para el analisis de supervivencia se utilizd el método de Kaplan-Meier. Las
distribuciones de las tasas de supervivencia acumulada de los distintos grupos fueron
comparadas por los tests de Mantel-Cox, Tarone-Ware y Breslow.

- Para seleccionar y cuantificar el efecto de las distintas variables que se muestran
como factores de riesgo para que se produzca o no un suceso (odds ratio), se utilizo el
método de regresion logistica (o analisis multivariante).

Para la interpretacidn de los resultados fueron consultados los textos de Carrasco de

la Pefia (1982) y de Palmer (1986) (Carrasco de la Peiia, 1982; Palmer, 1986), asi como los
manuales correspondientes a los programas estadisticos utilizados.
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RESULTADOS






ESTUDIO RETROSPECTIVO

1.a totalidad de las historias clinicas (7 = 104) de nuestro estudio retrospectivo recoge
el empleo de antimoniato de meglumine (Glucantime®), administrado por via mramuscular
siguiendo diferentes pautas lerapeuticas, asociado o no a alopurinol (Zylone®). Los 104
casos quedaron distribuidos, segun el protocolo de tratamiento recibido, en cuatro grupos
(G1, GIZ. G2 y G24Z) cayas caracteristicas quedaron detalladas en el capitulo dedicado a
materrles y metodos.

R.I- DESCRIPCION DE LA MUESTRA

Atendiendo a la clasificacion expuesta en matenales y metodos, la distribucion de los
104 casos clinicos seleccionados en funcion del sexo, la edad, la tase de la enlermedad y el
tratamiento especilico mstaurado en ¢l momento del diagnostico fue la que se muestra en las
figuras R1 1T, RI2Z. RI3yR14

Fig R.1.1 - DISTRIBUCION SEGUN

SEXO n =104 Fig R.1.2 - DISTRIBUCION

SEGUN EDAD n =104
17 25

B MACHDS BHEMBRAS

62
B JOVENES BADULTOS EBVIENDS

Fig R.1.3 - DISTRIBUCION SEGUN
FASE n=104
15

Fig R.1.4 - DISTRIBUCION SEGUN

30 TRATAMIENTO =104

59

l @EINICIAL BESTADO DOAVANZIADO

[BG1 mG1+z @Gz OG2+Z |
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R.II- RESPUESTA A CORTO PLAZO

El primer interrogante que nos planteamos fue determinar la respuesta inmediata a la
terapia, que denominamos respuesta a corto plazo. Dicha respuesta fue valorada atendiendo a
los controles realizados dentro de los dos primeros meses tras el inicio del tratamiento, dando
tiempo a que finalizara el primer ciclo en la mayoria de los casos. No obstante, algunos de
estos perros no llegaron a recibir un ciclo completo debido a que murieron o fueron
sacrificados antes de finalizarlo.

Esta respuesta a corto plazo fue clasificada, segiin los cnterios expuestos en
materiales y métodos, en: muy favorable, favorable, nula y desfavorable.

R.ILA -, TIPO DE TRATAMIENTO/RESPUESTA A CORTO PLAZO

Atendiendo a la respuesta clinica de los distintos grupos, en funcion de la terapia
administrada tras el diagnostico de la enfermedad, obtuvimos los resultados expuestos en la
tabla RTLA 1.

RESPUESTA A CORTO
PLAZO /
TRATAMIENTO

MUY FAVORABLE
FAVORABLE u n

n

DESFAVORABLE TOTAL
n n

Gl 13

2

&

22

G2

5

6

5

20

GI+Z

31

8

6

G2+Z

5

6

2

14

TOTAL

54

22

19

104

F=17.257

gh:9

p=00448

Tabla R.ILA.1 - Distribucion del tipo de respuesta a corto plazo en funcion del tratamiento recibido.

Los resultados obtenidos en cada uno de estos grupos fueron comparados, una vez

establecidas las correspondientes tablas de asociacion, por el test de xz (tablas R.II.A.1-4).

Frd T —
RESPUESTA A CORTO
PLAZO/ MUY FAVORABLE NULA DESFAVORABLE | TOTAL
TRATAMIENTO FAVORABLE n n n n
n
e
Gl 13 2 i 6 22
G1+Z 31 8 3 6 48
TOTAL 44 10 4 12 70
I 21 = 2676 gl:3 p=04444

Tabla R.ILA.2 — Distribucion del tipo de respuesta a corto plaze en funcién del tratamiento
recibido (para dosis diarias altas de Glucaniime® asociado y no asociadoe a Zyloric®),
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RESPUESTA A CORTO
PLAZO/
TRATAMIENTO

MUY

. FAVORABLE

FAVORABLE
.n -

DESFAVORABLE |
n.

TOTAL

G2

6

5

20

G2+7

6

2

14

TOTAL

12

7

34

lﬂ y = 2.092

el:3

p = 05535

Tabla R.ILA.3 - Distribucion del tipo de respuesta a corto plaze en funcién del tratamiento
recibido (para dosis diarias bajas de Glucantime® asociado y no asociado a Zyloric®).

e
RESPUESTA A CORTO -
PLAZO/ MUY FAVORABLE NULA | DESFAVORABLE | TOTAL
TRATAMIENTO FAVORABIE n n R n n
’ . #
R r—
G1/G1+Z 44 10 4 12 70
G2/G2+Z 10 12 5 7 34
TOTAL 54 22 9 19 104
I[ % =119 gl:3 p=0.007412 ||

Tabla R.ILA.4 - Distribucidn del tipo de respuesta a corto plaze en funcién del tratamiento
recibido (para dosis diarias altas y bajas de Glucantime® independientemente del empleo de
Zyloric®).

El analisis estadistico demuestra que las respuestas obtenidas, dentro de los dos
primeros meses post-tratamiento, presentaron diferencias significativas (p<0.05) en funcion
del protocolo terapéutico empleado (tabla R.ILA.1). Sin embargo, tales diferencias no pueden
atribuirse a la administracion o no de alopurinol (tablas RILA2 y RIL A 3).

Como refleja la tabla R I1[.A.4, las diferencias en la respuesta a corto plazo fueron
significativas al comparar las distintas dosis de Glucantime® utilizadas en el tratamiento,
obteniéndose mas de un 62% (44/70 casos) de respuestas muy favorables cuando se
emplearon dosis de antimoniato de meglumine mayores de 100 mg/kg/dia (G1/G1+Z) frente
al 29.4% (10/34 casos) de respuestas muy favorables observado con dosis menores o iguales
a 100 mg/kg/dia (G2/G2+Z) (p<0.01).

La ausencia de diferencias significativas en la respuesta inicial entre la poblacion que
recibié y la que no recibio alopurinol, nos permitio la reagrupacion de los protocolos de
tratamiento segun la dosis de Glucantime® administrada. Asi, cuando estudiamos las posibles
asociaciones entre la fase, el sexo o la edad y el tratamiento, dentro de esta respuesta inicial,
pudimos trabajar con dos grupos terapéuticos: G1/G1+Z (dosis altas de Glucantime®
asociado o no a alopurinol) y G2/G2+Z (dosis bajas de Glucantime® asociado 0 no a
alopurinol).
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R.ILB -. FASE DE LA ENFERMEDAD/RESPUESTA A CORTO PLAZO

Un hecho bien conocido, en la leishmaniosis canina, es la diferente respuesta al
tratamiento segun gravedad y el tiempo que leve instaurado el proceso al que nos
enfrentemos. Para confirmar esta presuncion y poder interpretar correctamente los resultados
de nuestro estudio, los casos clinicos fueron clasificados, como quedo expuesto en materiales
y métodos, en tres grupos atendiendo a la fase de la enfermedad en que se encontraban los
amimales en el momento de la instauracion del tratamiento especifico: Fase I, Fase E y Fase
A. A partir de esta clasificacion y conforme a la respuesta inicial obtenida, podemos
establecer la siguiente tabla de contingencia (tabla R11.B.1):

RESPUESTA A
CORTO PLAZO/ MUY FAVORABLE NULA DESFAVORABLE | TOTAL
FASE FAVORABLE n n n n
n
=3 1
FASE | 25 3 1 1 30
FASEE 28 18 8 5 59
FASE A 1 1 0 13 13
TOTAL 54 22 9 19 104
1 = 66.629 gl:6 p = 1.840E-12

Tabla R.ILB.1 - Distribucién del tipo de respuesta a corto plazo en funcién de la fase de la
enfermedad en el momento del diagnéstico.

El estudio estadistico confirma que las respuestas obtenidas, independientemente de la
terapia empleada, difieren muy significativamente segun la fase de la enfermedad en que se
instaurd el tratamiento (p<0.01) (tabla R.I1. B.1). Efectivamente, registramos una respuesta a
corto plazo muy favorable, cuando los tratamientos se iniciaron en los periodos de incubacion
y fases iniciales, en un 83.3% (25/30) de los casos. Por ¢l contrario, los peores resultados
fueron observados en las fases avanzadas, en las que tan solo un 13.3% (2/15) de los aumales
presentd una buena respuesta (favorable o muy favorable). En las fases de estado la respuesta
inmediata muy favorable al tratamiento se estimo en torno a un 50% (28/59) de los perros.

De igual forma confirmamos, mediante el test de Xz, cOmo estas diferencias, en

funcién de la fase de la enfermedad, se mantuvieron para los grupos de tratamiento G1/G1+Z
y G2/G2+Z considerados por separado (tablas R11.B.2 y RILB.3).
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Sp— E—————
RESPUESTA ACORTO { . : DRI S _ '
PLAZO (GU/G1+Z)/ . MUY, FAVORABLE § " NULA = | DESFAVORABLE | TOTAL
- FASE FAVORABLE n- n no. n
n. . .
e A
FASE 1 19 1 1 1 22
FASEE 24 8 3 4 39
FASE A 1 1 4] 7 9
TOTAL 44 10 4 12 T
w =}
II ¥ =31.613 gl " p=1935E-05

Tabla R.ILB.2 — Distribucién del tipo de respuesta a corto plazo, en funcién de la fase de la
enfermedad en ¢l momento del diagndstico, para el tratamiento con dosis diarias altas de

Glucantime® (independientemente del empleo de Zyloric®),

RESPUESTA A CORTO _ ' RN L
PLAZO {GR/G2+Z) /- MUY FAVORABLE NULA - DESFAVORABLE TOTAL
FASE "FAVORABLE n ' n on : n
on . 1 .
FASE1 6 2 [¢] 0 B
FASEE 4 10 5 1 20
FASE A 0 0 0 6 6
TOTAL 10 12 5 7 34
= 37.489 gl p = 1L414E-06 ﬂ

Tabla R.11.B.3 - Distribucién del tipo de respuesta a corto plazo, en funcion de la fase de la
enfermedad en el momento del diagnéstico, para el tratamiento con dosis diarias bajas de

Destacamos como las mayores diferencias en la respuesta inmediata al tratamiento,
seglin la dosis de Glucantime® utilizada, aparecieron en las fases de estado de la enfermedad:
un 61.5% (24/39 casos) de respuesta muy favorable para G1/G1+Z frente a un 20% (4/20

casos) de respuesta muy favorable para G2/G2+Z.

Esto sugiere la existencia de diferencias significativas en funcion de la fase y del tipo
de tratamiento conjuntamente. Para confirmar esta hipdtesis, previamente habia que
comprobar que la distribucion de los casos segin la fase de la enfermedad, para cada grupo

de tratamiento, podia considerarse homogénea (tabla R.ILB.4).
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TRATAMIENTO/ II GUGI+Z GUGHZ, TOTAL
FASE n n "
FASEI r 22 g 30
FASEE 39 20 59
FASE A 9 6 15
TOTAL 70 34 104
y* =0.898 ghi2 7 =0.6383

Tabla RILB.4 - Distribucién del tipo de tratamiento recibido en funcion de ka fase de la
enfermedad en el momento del diagnastico.

La inexistencia de diferencias significativas en esta distribucion (tabla R I B 4) ratifica
la homogeneidad entre los grupos considerados y permite comparar las respuestas segin las
distintas fases y dosis de Glucantime® administrada (tabla R.ILB.5).

1
RESPUESTA A CORTO
PLAZO / FASE MUY FAVORABLE NULA DESFAVORABLE | TOTAL
{TRATAMIENTO} FAVORABLE n n n n
n
FASEl (Gl/GI+Z) 19 1 1 1 22
FASET (G2/G2+7) 6 2 ] 0 8
FASEE (GVG1+Z4) 24 8 3 4 39
FASEE (GG2+%) 4 10 5 1 20
FASEA (GU/G1+7) 1 1 0 7 9
I
FASE A (G2/G2+24) ) 0 0 6 6
TOTAL 54 22 9 19 104
o = 84.014 gl:15 = 4.486E-07

Tabla R.ILB.5 — Distribucion del tipo de respuesta a corto plazo en funcion de la fase de la enfermedad
¥ del tratamiento recibido.

Los tests de ¢* (tablas R.IL.B.6 y RI1LB.7) precisaron que las diferencias de
respuesta a corto plazo, segin la dosis de Glucantime®, sélo fueron estadisticamente
significativas (p<0.01) en la fase de estado, sin que pudiera aprectarse una influencia de la
posologia empleada sobre esta respuesta, en los animales diagnosticados en las fases iniciales
de la enfermedad. La fase avanzada quedo excluida de este estudio estadistico debido al
reducido nimero de casos.
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RESPUESTA A CORTO _ o A :
PLAZO (FASET)/ MUY FAVORABLE NULA - DESFAVORABLE | TOTAL
TRATAMIENTO FAVORABLE { .~ . » " on : A n

n 1 . _ :
f————— ]
GUGI+Z 19 1 1 1 22
G2/G2+Z 6 2 0 0 8
TOTAL 25 3 1 1 30
- - - e ] T ——
|| ¥ =3.273 gh3 " p=03515 |I

Tabla R.ILB.6 — Distribucion del tipo de respuesta a corto plazo en funcién del tratamiento
recibide, para los perros diagnosticados en fase inicial de 1a enfermedad.

e D A L T E———— ]}
RESPUESTA A CORTO ' :
PLAZO (FASE E)/ MUY FAVORABLE NULA DESFAVORABLE | TOTAL
TRATAMIENTO FAVORABLE n n n n
n

GlGL+Z 24 8 3 4 39

G2/G2+7 4 10 5 1 20

TOTAL 28 12 3 5 59

]
|| £=11926 gl : p=T640E-03 "

Tabla R.ILB.7 - Distribucién del tipo de respuesta a corto plazo en funcidn del tratamiento
recibido, para los perros diagnosticados en fase de estado de la enfermedad.

R.IL.C -. EDAD/RESPUESTA A CORTO PLAZO

Otra cuestion que consideramos interesante analizar fue la influencia de la edad de los
animales, en el momento de instaurar el tratamiento, sobre la respuesta inicial al mismo. Para
ello dividimos los casos clinicos en tres grupos de edades: Jovenes, Adultos y Viejos.

Estadisticamente se comprobé que las diferencias observadas en las respuestas
inmediatas a la instauracion de la terapia, en funcion de las diferentes edades, podian ser
atribuidas al azar, incluso cuando se considerd el tipo de tratamiento aplicado (tablas
RILC.1-5).

= g T I

TRATAMINTO/ | GUGHZ GG2+Z | ToTAL
EDAD L o _ no n
JOVENES 19 6 25
ADULTOS 37 25 62
VIEJOS 14 3 17
TOTAL 70 3 104

= 4248 gl:2 01196

-
Tabla RILC.1 - Distribucién del tipo de tratamiento recibido en funcion de 1a edad en
el momento del diagndstico.
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RESPUESTA A CORTO MUY FAVORABLE NULA DESFAVORABLE | TOTAIL
PLAZO / EDAD FAVORABLE n n n n
n
JOVENES 14 5 0 6 25
ADULTOS 30 15 8 9 62
VIEIOS 10 2 1 4 17
- -
TOTAL 54 22 9 19 104
= 6173 gl6 2= 04041
Tabla R.1LC.2 — Distribucion de) tipe de respuesta a corto plazo en funcion de 12 edad en el momento
del diagndstico.
RESPUESTA A CORTO MUY FAVORABLE NULA DESFAVORABLE | TOTAL
PLAZO/EDAD FAVORABLE " n n "
(G1+G1+2Z) n
JOVENES 13 3 0 3 19
ADULTOS 22 6 3 6 37
VIEJOS 9 1 1 3 14
TOTAL a4 10 4 12 70
x' =2.488 g6 p=0.8698

Tabla R.ILC.3 — Distribucion del tipo de respuesta a corte plazo en funcién de Ia edad en el momento
del diagnostico, para el tratamiento con dosis diarias altas de Glucantime®
(independientemente del empleo de Zyloric®).

ST E—
RESPUESTA A CORTO MUY FAVORABLE NULA DESFAVORABLE | TOTAL
PLAZQ/EDAD FAVORABLE [ n n n
(G2/G2+Z) n
JOVENES 1 2 0 3 6
ADULTOS 8 9 5 3 25
VIEJOS } 1 0 1 3
TOTAL 10 12 5 7 34
y =587 gl6 p=04378

Tabla R.ILC.4 - Distribucion del tipo de respuesta a corto plazo en funcién de la edad en el momento
del diagnostico, para el tratamiento con dosis diarias bajas de Glucantime®
(independientemente del empleo de Zyloric®).
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— Ep———
RESPUESTA A CORTO :
PLAZO / EDAD MUY FAVORABLE | . NULA DESFAVORABLE | TOTAL
(TRATAMIENTO) FAVORABLE " n n ”
n
JOVENES (G1/G1+2) 13 3 0 3 19
JOVENES (G2/G2+7) 1 2 0 3 6
ADULTOS (G1/G1+Z) 22 6 3 6 37
ADULTOS (G2/G2+7) 8 9 5 3 25
VIEJOS  (Gl/G1+7) 9 1 1 3 14
VIEJOS  (GYG2+7) 1 1 0 1 3
TOTAL 54 22 9 19 104
o - T —
Il L =21.215 gl:15 p=01301 ||

Tabla R.ALC.5 — Distribucién de la respuesta a corto plazo en funcién de la edad en el momento
del diagndstico, para los distintos tratamientos recibidos
(independientemente del empleo de Zyloric®).

RILD -. SEXO/RESPUESTA A CORTO PLAZO

Del mitsmo modo, quisimos comprobar si el sexo de los animales influia o no en la

respuesta inmediata al tratamiento.

Tras el analisis estadistico, la inexistencia de diferencias significativas demostré que el
tipo respuesta a corto plazo era independiente de que los perros fueran machos o hembras,
tanto cuando se consider¢ el tipo de tratamiento como cuando no se considerd (tablas

RILD.1-5).
—. |
TRATAMIENTO / GI/GI+Z G2/G2+2, TOTAL
SEXO n n :
MACHOS 43 21 64
HEMERAS 27 13 40
TOTAIL 70 34 104

-

1 =0.033046

gl 1

p=0.85575 ||

Tabla R.ILD.1 - Distribucion del tipo de tratamiento en funcion del sexo.
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RESPUESTA A CORTO MUY FAVORABLE NULA DESFAVORABLE | TOTAL
PLAZO / SEXO FAVORABLE n n n n
n
MACHOS 33 i4 7 10 64
HEMBRAS 21 % 2 9 40
TOTAL 54 22 9 19 104
1}~ 1.6847 gl3 p=0.64034

TABLA R.IL.D.2 — Distribucién del tipo de respuesta a corto piam en funcion del sexo,

RESPUESTA A CORTO MUY FAVORABLE NULA DESFAVORABLE | TOTAL
PLAZO (GIJ'G1+Z) { FAVORABLE
SEXO ) n n n n
e ——

MACHOS 27 7 3 ) 43
HEMBRAS 17 3 1 6 27

| TOTAL 44 10 4 12 70

II 3} =1.2826 gl3 p=0.73327

T;lhla R.IL 1_)".3”--Distﬁ_5b“u¢i6n del tipo de réspuesta a corto plazo en funcién del sexo, para el tratamiento
con dosis diarias altas de Glucantime® (independientemente del empleo de Zyloric®).

S T T
RESPUESTA A CORTO MUY FAVORABLE NULA DESFAVORABLE | TOTAL
PLAZO (G2/G2+2)y /
FAVORABLE " n n n
SEXO )
MACHOS 6 7 4 4 21
HEMBRAS 4 5 1 3 13
TOTAL 10 12 5 7 34
" =0.84036 gl:3 p=0.83979

Tabla R.ILD.4 - Distribucion del tipo de respuesta a corto plazo en funcién del sexo, para el tratamiento
con dosis diarias bajas de Glucantime® (independientemente del empleo de Zyloric®).

]
RESPUESTA A CORTO MUY FAVORABLE NULA DESFAVORABLE | TOTAL
PLAZO/SEXO FAVORABLE n n n n
{TRATAMIENTO) 7
P ——
MACHOS GUG1+Z 27 7 3 6 EE!
MACHOS GZ/G2+Z 6 7 4 4 21
HEMBRAS GUGI+Z 17 3 ] 6 27
HEMBRAS GG2+Z 4 5 1 3 13
e
TOTAL 54 22 9 19 104
e A —_
oF = 14.402 219 p=0.1087

Tabla R.ILD.5 - Distribucion de la respuesta a corto plazo en funcion del sexo, para los distintos
tratamientos recibidos (independientemente del empleo de Zyloric®),
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R.1I - EVOLUCION DE LOS CASOS CLINICOS

En este apartado se describe la evolucion de los 104 casos clinicos de nuestro estudio.
Logicamente esta evolucion estd en concordancia con el tipo de respuesta inicial al
tratamiento, que se recoge en el tabla RILA 1. Para este analisis las historias clinicas fueron
clasificadas en dos grupos dependiendo de que, en su evolucion a medio plazo, se hubiera
alcanzado o no la remisién. Los criterios que definen la consecucion de la remision han sido
previamente descritos en el capitulo dedicado a materiales y métodos.

Dentro del comunto de animales que no alcanzd la remision diferenciamos dos
subgrupos: aquellos que presentaron una evolucion hacia el agravamiento y los que
evolucionaron hacia un mantenumiento del proceso (figura R.111.a).

Fig R.llL.a - DISTRIBUCION SEGUN LA

EVOLUCION DE LOS CASOS
n =104

B REMISION RNC REMISION
Agravamiento B Mantenimiento

RIILA -. EVOLUCION HACIA LA NO REMISION

Aunque nuestro estudio se ha centrado principalmente en fos casos que alcanzaron fa
remision, consideramos obligado presentar la evolucion de los perros incluidos en este
apartado. Sin embargo y debido a la gran heterogeneidad existente entre los casos y al
reducido nimero de éstos, ha resuitado imposible agruparlos para su caracterizacion y analisis
estadistico. Hemos querido, al menos, describir brevemente la progresion de estos animales.
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RIMLAL-. EVOLUCION HACIA EL AGRAVAMIENTO

Este grupo esta constituido por un total de 20 perros (el 19.23% de los casos
estudiados) que murieron o fueron sacrificados durante el primer ciclo de tratamiento. Todos
estos animales, excepto uno que presentd una respuesta terapéutica nula, se corresponden
con aquellos que mostraron una respuesta a corto plazo desfavorable.

De estos vemte perros, 12 fueron tratados con la pauta terapéutica G1/G1+Z. Uno de
ellos, diagnosticado en fase inicial, murio a causa de un proceso respiratorio concurrente que
consideramos no atribuible ni al tratamiento ni a la propia leishmaniosis. Cuatro que se
hallaban en fase de estado, con una afeccion renal (dos) o hepatica (uno) moderadas o con un
cuadro de diatesis hemorragica (uno), empeoraron tras la instauracion del tratamiento, lo que
determind su sacrificio a los pocos dias de iniciada la terapia. Los otros siete casos, en fases
avanzadas, con insuficiencia renal (cinco) o hepatica (dos) graves, murieron o se sacrificaron
antes de finalizar el primer ciclo de tratamiento.

Los 8 perros restantes fueron sometidos a un protocolo de tratamiento del tipo
G2/G2+Z. Dos, en fase de estado, fueron sacrificados hacia la mitad del tratamiento a
peticion de los propietarios, como consecuencia de un mantemmiento del estado general
(respuesta nula) en uno de ellos y del desarrollo de una insuficiencia renal en el otro. Seis
casos diagnosticados en fases avanzadas, debieron ser sacrificados ya que cinco de ellos
presentaban una insuficiencia renal que se agravo con la terapia y el sexto presentaba un
notable estado de anemia asociada a una hemorragia nasal profusa que no remitié con el
tratamiento.

La tabla RIII. A 1.1 resume las caracteristicas de la poblacion que integra los perros
que murieron o fueron sacrificados y permite apreciar, claramente, como Ia mayor parte de
ellos se encontraban en fases avanzadas de la enfermedad, en el momento del diagnostico, y
presentaron una respuesta terapéutica inicial desfavorable.

- i
RESPUESTA RESPUESTA RESPUESTA TOTAL
MUY FAVORABLE NULA DESFAVORABLE n
TRATAMIENTO FASE O FAVORABLE n "
n

FASE 1 i 0 1 i
GL/GI+Z FASEE t} 0 4 4
FASE A 0 0 7 7

TOTALES PARCIALES 0 0 12 12
FASEE 0 1 1 2
G2/G2+7 FASE A 0 0 6 3
TOTALES PARCIALES 0} H 7 8

TOTALES @ 1 19 20

Tabla R.HILA. 1.1 - Distribucién del tipo de respuesta a corto plazo, en los casos coen evolucidén hacia
el agravamiento, en funcion del tratamiento recibido y de la fase de 1a enfermedad en el momento
del diagnostico y tipo de respuesta terapéutica a corto plazo.
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R.IILA.2 -. EVOLUCION HACIA EL MANTENIMIENTO

En esta categoria se incluyen los casos que, tras la mnstauracion del tratamiento,
presentaron periodos de cierta mejoria y/o deterioro, pero ni llegaron a alcanzar la remision
clinica ni tampoco sufrieron un drastico empeoramiento del proceso. Este grupo, constituido
por 16 animales (15.38% del total), esta integrado por 8 casos cuya respuesta al tratamiento a
corto plazo fue clasificada como nula. Los otros 8 perros aqui incluidos presentaron,
inicialmente, una respuesta favorable pero no llegaron a cumplir los requisitos que definen la
remision, en ningan momento, durante el tiempo que fueron controlados.

Diez de estos casos fueron tratados con el protocolo G1/G1+Z. Todos, excepto uno
diagnosticado en fase inicial, se hallaban en fase de estado en el momento de iniciar la terapia.
Asimismo, todos ellos, a excepcion de uno que recibio cuatro ciclos, fueron sometidos a un
solo ciclo de tratamiento durante el tiempo de seguimiento.

Los seis casos restantes de este grupo fueron tratados con el protocolo G2/G2+Z y
diagnosticados en fase de estado de la enfermedad. Cuatro de ellos recibieron un solo ciclo
mientras que, a los otros dos, se les administraron dos ciclos de tratamiento durante el tiempo
de seguimiento que, como se recoge en la tabla RI1LA.2.1 y, al igual que para la pauta
G1/G1+Z, fue variable para los distintos casos.

H H Te———
SEGUIMIENTO / 3 MESES 3-6 MESES 6-12 MESES >12 MESES TOTAL
TRATAMIENTO ] n n n n
e ——
G1/Gl1+Z 2 3 4 1 10
G2/G2+Z 1 3 1 1 [

TABLA R.IILA.2.1 - Distribucién del tiempe de seguimiento, en los casos que evolucionaron hacia el
manienimiento del cuadro, en funcion del tratamiento recibido.

La tabla R IT1.A.2.2 resume las caracteristicas de la poblacion que no llego a alcanzar
la remision ni presentd un drastico empeoramiento durante e! periodo de seguimiento.
Apreciamos como la mayor parte de los casos se encontraban en fases de estado de la
enfermedad en el momento del diagnéstico y presentaron una respuesta terapéutica imicial
favorable o nula.

oo —— .. __ ] T T
RESPUESTA RESPUESTA | RESPUESTA RESPUESTA
MUY FAVORABLE | FAVORABLE NULA DESFAVORABLE,
TRATAMIENTO FASE . ; " »
H e . e
FASE1 0 0 1 0 1
GUGHZ FASEE 0 6 3 0 9
TOTALES PARCIALES 0 6 4 0 10
G2IG2+Z, FASE E o 2 4 0 6
TOTALES 0 8 8 0 16
b P

Tabla R.IILA.2.2 - Distribucion del tipo de respuesta a corto plazo, en los casos con evolucién hacia el
mantenimiento, en funcion del tratamiento recibido y de la fase de 1a enfermedad en ¢l momento del
diagnéstico.
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R.ILB -. EVOLUCION HACIA LA REMISION

Un total de 68 casos (65.38% del global) aicanzaron la remision clinica y
biopatoldgica, tras la instauracion del tratamiento, en algun momento del seguimiento. Estos

casos se corresponden con aquellos perros cuya respuesta a corto plazo fue favorable o muy
favorable.

La tabla R.ITL.B.1 resume las caracteristicas de esta poblacion y permite apreciar una
mayor proporcion de respuesta terapeutica a corto plazo muy favorable en los casos
diagnosticados en fases iniciales de la enfermedad y/o tratados con el protocolo de dosis
diarias altas de Glucantime® (G1/G1+Z).

3 -1 13
RESPUESTA RESPUESTA RESPUESTA | TOTAL
‘ . MUY FAVORABLE NULA O n
TRATAMIENTO FASE FAVORABLE n DESFAVORABLE
e .
3
FASE ] |4 1 0 20
GG Z FASE E Z4 2 4} 26
FASE A 1 i 0 2
TOTALES PARCIALES 44 4 0 48
FASE ] 6 2 [ 8
GG2+7 FASEE 4 8 0 12
TOTALES PARCIALES 10 10 0 20
Se 4
TOTAILES 54 14 0 68

Tabla R.ITLB.1 - Distribucion del tipo de respuesta, en los casos con evolucion hacia la remisién,
en funcion del tratamiento recibido y de 1a fase de 1a enfermedad en el momento del diagnéstico.

Del total de los casos que presentaron remision 14 fueron tratados con el protocolo
G1, 34 con G1+Z, 11 con G2 y 9 con G2+Z. En algunos de estos animales, tal y como se
indico en materiales y métodos, fue preciso administrar mas de un ciclo de tratamiento hasta
conseguir la remision. En primer lugar, quisimos comprobar, mediante el test de i, si el hecho
de que se alcanzara o no la remision era independiente de la administracion de alopurinol
(tabla R.IILB.2).

EVOLUCION A REMISION SI REMISION NO . TOTAL TEST DE °
MEDIO PLAZO / (%)
TRATAMIENTO e n "
Gl 14 (63.6) 8 22 L =0106  gl:l
G1+2 34 (70.8) 14 43 p 07507
2 11{55.0) 9 20 £ =0035 gl
G2+ 9 (64.3) 5 14 p=0.8601
TOTALES 68 (65.4) 36 104

Tabla R.1ILB.2 -- Distribuciéon y comparacion del tipo de evolucion a medio plazo (remision si o no) en
funcion del tratamiento recibido (segan ¢l empleo 0 no de Zyloric®).
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La ausencia de diferencias significativas entre el empleo o no de Zyloric® nos
permite, al igual que ocurria en la respuesta a corto plazo, trabajar agrupando los protocolos
de tratamiento en dos grupos: G1/G1+Z y G2/G2+Z. A continuacién comprobamos que la
consecucion de la remisién era, asimismo, independiente de la dosis diaria de Glucantime®
administrada (p = 0.4512), observandose unas tasas de remision global en torno al 63%
(68/104) (tabla R.IILB.3).

3 T e ——
EVOLUCION A MEDIO REMISION SI REMISIONNO . TOTAL
PLAZO / TRATAMIENTO 7 (%) n n
— ——— —-
GHG1+Z 48 (68.57) 22 70
G2G2+Z 20 (58.82) 14 34
TOTALES 68 (65.44) 36 { 104

L =0.578 sl . p=04512 II

Tabla R.IILB.3 — Distribucion y comparaciéu del tipo de respuesta a medio plazo (remision si o no),
en funcion del tratamiento recibido (independientemente del empleo de Zyloric®).

No obstante, el analisis de estas 68 historias clinicas demuestra que el nimero de
ciclos administrados hasta alcanzar la remision fie variable segin la posologia de
Glucantime® empleada (G1/G1+Z o G2/G-2+Z) (tabla R 111 B.4).

i :
Ne CICLOS / 1 CICLO 7 CICLOS 3 CICLOS >3CICLOS | TOTAL CICLOS
n . n n : n n mta

B e b e | e | i | S S

GUGHZ 13 L 15 0 0 43 1.310.47

5 - —

G2/G2+Z 7 6 3 4 20 230134

TOTAL 40 r 21 B 3 4 [ 68 | 1604093
E— -} X 1

1 =19.541 gl3 _ p=00064
e

Tabla R.IILB.4 - Distribucion y comparacion del nimero de ciclos administrados hasta la remision
en funcién del tratamiento recibido (independientemente del empleo de Zyloric®).

De estos 68 casos que presentaron la remision clinica, 28 fueron perros
diagnosticados en fases iniciales, 38 en fases de estado y 2 en fases avanzadas de la
enfermedad, observandose una diferencia significativa entre las tasas de remision en funcion
de dicha variable (tabla R IILB.5).

REMISION / REMISION SI ' REMISION NO TOTAL

FASE : -

n (%) n n
FASE I | 28 (93.3) 2 30
FASEE 38 (64.4) 21 59
FASE A 2(13.3) 13 15
TOTAL 68 (65.4) 36 104

7 o
]' % =28.3347 gl:2 p="T036E-07 ﬂ

-
Tabla RIILB.S — Distribucién del tipo de respuesta a medio plazo (remision si o no) en funcién de
1a fase de 12 enfermedad en el momento del diagnéstico.

115



. De igual forma, comprobamos como la fase de la enfermedad en que se instauré el
tratamiento, independientemente de la dosis de Glucantime® empleada, se asocit
significativamente con el numero de ciclos administrados para alcanzar la remisién (tabla

RIIB.6).

bEaS N T e
N°CICLOS / 1 CICLO 2CICLOS § 3CICLOS | >3CICLOS | TOTAL CICLOS
FASE n n n n n me

] P —— e ——— ~— ]

FASEI 25 2 1 0 28 1.14+0.45

FASEE 15 17 2 4 38 1.92+1.07

FASE A 0 2 0 0 2 2

TOTAL 40 21 3 4 68 1.60+0.93
R —— Al o ——— e — ]

1 =21.9309 gl6 p=10012 ||

Tabla R I B.6 — Distribucién y comparacién del nimero de ciclos administrados hasta | remision
en funcién de la fase de 1a enfermedad en ¢l momento del diagnéstico.

Por el contrario, se comprobd que ni la edad de los animales en el momento del
diagnostico ni el sexo influian de una forma estadisticamente significativa ni en el hecho de
que se llegara o no a la remision, ni en el numero de ciclos que se administraron hasta
alcanzar la misma (datos no presentados).

Por otra parte, quisimos averiguar qué resultados se obtenian si considerabamos la
fase y el tipo de tratamiento conjuntamente. Para ello, calculamos las medias del nimero de
ciclos recibidos hasta la remision para cada fase y tipo de tratamiento y las comparamos entre
si (tabla RIII.B.7). La fase avanzada fue eliminada de este estudio estadistico debido al
reducido namero de casos.

TRATAMIENTO CICLOS (FASE I) CICLOS (FASEE)
l. m =105 m=14615
GI/G1+Z o= 0224 o=0508
n=120 n=26
m=1375 m=29167
G¥G2+Z, a=0744 o=1311
n=8 n=12

Tabta RILB.7 - Media de ciclos administrados hasta la remision en funcion de la fase de Ia
enfermedad y del tratamiento recibide (independientemente del empleo de Zyloric®).

FASEI
GUGIHZ
04115 <3373 gl:44 FASEE
p-0.002 GUGHZ
d=03250 +=1803 gl26 d=00865 0377 gl:32 FASEL
p=0.083 p=0.709 GAG2+Z
@-1.8667 1=6.283 g1.30 d=1.4552 4968 gl.:36 415417 +=3.002 gl:18 FASEE
pe0.001 =000} p0008 GUGHZ

Tabla RIILB.8 - Comparacion de las medias de ciclos administrados hasta.la remision en funcion de
la fase de 1a enfermedad y del tratamiento recibido {(independientemente del empleo de Zyloric®).
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Al comparar la media de ciclos aplicados, para cada una de las fases de la enfermedad
y dentro de cada protocolo terapéutico, comprobamos que ésta es significativamente mayor
para la fase de estado que para la inicial. De igual forma, se aprecian diferencias significativas,
dentro de la poblacion diagnosticada en fase de estado, cuando se comparan los dos
protocolos terapéuticos considerados. Por el contrario, las diferencias observadas en cuanto a
la media de ciclos administrados, dentro del grupo de animales en fase inicial, en funcion del
tratamiento recibido pueden ser atribuidas al azar (tablas R II1.B.7 y R 111 B.8).

R.IV- EVOLUCION DE LOS CASOS QUE REMITIERON

Para ampliar nuestro estudio retrospectivo, quisimos conocer {a evolucion a mas
largo plazo del grupo de perros que alcanzé la remisién. Logicamente, este estudio se ve
influido por el tiempo de seguimiento de cada caso y los resultados podrian ser considerados
como imprecisos, dado que no se conoce por igual el futuro de cada animal. No obstante,
pensamos que seria interesante realizar un estudio descriptivo de los datos que pudimos
recopilar y, a partir de ellos, intmm gxtraer ?jjartas estimaciones que reflejen el porvenir de
los perros leishmaniGsicos que, siendo sometidos a una terapia especifica, responden
favorablemente a ella.

R.IV.A -. RECIDIVAS.

Los 68 casos del presente estudio (con remision) fueron controlados pericdicamente
durante un mayor o menor intervalo de tiempo, como asi consta en su historial. Analizando
estas historias pudimos averiguar en cuantos de estos perros se presenté una recidiva. Para
determinar los intervalos de tiempo hasta la presentacion de dichas recidivas se considero el
tiempo transcurrido desde el momento del diagnostico. El criterio que se establecio para
considerar la existencia de una recidiva quedo expuesto en el capitulo de materiales y
métodos.

De los animales que alcanzaron la remision, 29 (42.65%) presentaron una recidiva,
mientras que los 39 (57.35%) restantes permanecieron en remision durante todo el periodo de
seguimiento.

La distribucion de las frecuencias relativas y absolutas de presentacion de recidiva,
segun el tipo de tratamiento y la fase de la enfermedad quedan reflejados en la tabla R TV. A 2.
Los tiempos minimos, maximos y medios de aparicion de la recidiva, para estos mismos
grupos, se recogen en la tabla RIV.A 3.

Previamente a la confeccion de esta distribucion y con el fin de poder agrupar los
distintos protocolos de tratamiento, de la misma forma que en los apartados anteriores, fue
necesaria la confirmacion de la ausencia de influencia del empleo de alopurinol en el
porcentaje de presentacion de recidivas, como asi se refleja enlatabla RTV.A L
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EVOLUCIONA || ' RECIDIVASI | RECIDIVANO |  TOTAL - |  TESTDE
LARGO PLAZO/ - 7 (%) ") i n '
. TRATAMIENTO : .- ' o
Gi 6(42.9) 8(57.1) 14 C4t=0058
Gl+Z 15 (44.1) 19 (55.9) 34 gl:l p-08136
G2 6(54.5) 5(45.5) 11 .y =1.019
G247 2(22.2) 7(77.8) 9 glii p=03152
TOTAL 29(42.6) 39¢57.4) 68

Tabla R.IV.A.1 - Distribucién y comparacién del tipo de evolucién a largo plazo (recidiva si o no)
en funcién del tratamiento recibido (segin el empleo o no de Zyloric®),

TRATAMIENTO FASE ENFERMZE.DADT BEMISION RECIDIVA TASA DE RECIDIVA
- ) ‘n : : n % 4 55
3
FASE L 20 5 25.0+9.68
GUGI+Z FASEE 26 15 57.6949.69
FASE A 2 1 50.0+£35.35
TOTALES PARCIALES 48 21 43.75+7.16
FASEI H 3 37.5417.12
G2/G2+7Z, FASEE 12 5 41.67+14.23
TOTALES PARCIALES 20 8 40.0+10.45
TOTAL 68 | 29 42.65+6.00

Tabla R.IV.A.2 — Tasas de recidiva en funcion del tratamiento recibido (independientemente
del empleo de Zyloric®) y de 1a fase de 1a enfermedad en ¢l momento del diagnéstico.

TRATAMIENTO. | FASEENFERMEDAD || - RECIDIVA TIEMPOMIN yMAX | TWMFODERECIDIVA
. . DERECIDIVA mis;  (meses)
. meses . !
T |

FASE T s 7 15.662.34
21 c=522

FASEE 15 s 12.061.59

GUGHZ 2 o618

I
FASE A 1 27 70

TOTALES PARCIALES 21 5 13.57+1.44
27 o =664

FASE L 3 5 1433540

2 a= 950

GUGIZ

FASEE s o 13.4:2.29
22 o= 513

TOTALES PARCIALES 8 5 13.7542.26
24 a= 641

TOTALES 29 s 13.6241.20
27 g= 646

Tabla RIV.A.3 - Distribucion de los tiempos minimos, maximos y medios de recidiva en funcion
del tratamiento recibido (independientemente del empleo de Zyloric®) y de la fase de
enfermedad en ¢l momento del diagnastico.
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La proporcion de recidivas se mostré independiente (p=0.9874) del tratamiento
utilizado para alcanzar la remision (RIV.A5). Aunque estadisticamente se demostro,
asimismo, la ausencia de asociacion entre la tasa de recidiva v la fase de la enfermedad,
considerando las tres fases de la enfermedad (p=0.1558), las diferencias llegaron a ser casi
significativas cuando se prescindio de la fase avanzada y se compararon los porcentajes de
recidiva obtenidos para las fases inicial y de estado de la enfermedad (p=0.0915) (tablas
RIV.A4)

EVOLUCION ALARGO REMISION RECIDIVA SI RECIDIVA NO
PLAZO/FASE " n (%) n (%)
FASEI 28 8(28.6) 20(71.4) ¥ =2899
gl:l
FASEE 3% 20(52.6) 18479 | p-ooms
}_
FASE A 2 1(50.0) 1(50.0)
TOTAL 68 29 (42.65) 39(573%)
2} =3.861 gl:6 p=0.1558 ||
Tabla R.IV.A.4 — Tasas de recidiva en funcién de la fase de Ia enfermedad en ef momento de?
diagndstico.
EVOLUCION A LARGO REMISION RECIDIVA SI RECIDIVA NO
PLAZO/ TRATAMIENTO n n (%) n (%)
GUGIHE 48 21(43.7) 27(56.3)
G2iG2+Z 20 3 (40.0) 12 (60.0)
TOTAL 68 29 (42.63) 39(57.35)
“ L =0.00025 glil p=09874

Tabla R.IV.A.5 — Tasas de recidiva en funcién del fratamiento recibido (independientemente
del empleo de Zyloric®).

En lo que se refiere a los intervalos de tiempo transcurrido hasta la aparicion de las
recidivas, las diferencias observadas entre tales intervalos no alcanzan valores significativos ni
al comparar las dos posologias de Glucantime® administradas (p=0.9483), ni al comparar las
fases de la enfermedad en el momento en que se instaurd la terapia (p=0.2798) (tablas
RIV.A6yRIV.A7). Asi, el promedio de tiempo para la presentacion de la primera recidiva,
considerando la poblacion de este estudio globalmente, pudo ser estimado en 13.62 + 1.2
meses, con una distribucion que se ajusta a una curva normal (tabla RIV.A8 y figura
RIV.Aa).
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'EVOLUCION ALARGO D ) TIEMPO RECIDIVA
TIEMPO MIN y MAX RE
PLAZO/ meses
TRATAMIENTO RECIDIVA RECIDIVA o
n meses
. ‘T
G1/G1+Z 21 5 13.57+1.44
27 o =664
G2/G2+Z S 5 13.75+2.26
24 o= 641
TOTAL 29 5 13.62+1.20
27 o= 646
H d=0.17857 ¢t =0.065323 gl:27 p = 0.94839 .

Tabla R.IV.A.6 - Tiempos minimos, maximos y medios de presentacion de recidiva en funcion del

tratamiento recibido (independientemente del empleo de Zyloric®).

. V.
TIEMPO MIN y MAX TIEMPO RECIDIVA
i mexes
EVOLUCION A LARGO RECIDIVA RECIDIVA et s
PLAZO / FASE n meses -
FASE I 8 5 15.1242.29
24 o =647
FASEE 20 5 12352130
25 o =543
FASE A 1 27 27
z =
TOTALES 29 3 13.62:+1.20
27 o = 6.46
o U
d=2.775 t = 11036 gl: 26 p=027989

Se compararon las medias de recidiva en fase micial y fase de etado, quedando excluida la fase avanzada

Tabla RIV.A.7 - Tiempos minimos, m#iximos y medios de presentacion de recidiva en funcién de la

fase de la enfermedad en el momento del diagnéstico.

m o Sw minimo méximo n
T. RECIDIVA 13.6207 6.4609 1.1998 5 27 29
(meses) i

Diferencia tmusistia tegrica: £.221 (p<0.1) G346 (p<045)
Diferencia maxima observada: 012619 (NQ SIGNIFICATIVO)

PERCENTILES 2.5%=5.00 97.5% = 26.55

3% =500 95%~=25.10

10% = 6.00 9% = 24.00

25%=8.75 5% =17.25

Tabla R.IV.A.8 - Conformidad de la distribucién del tiempo de recidiva con una
curva de Gauss.
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Fig R.IV.A.a - Distribucion de los casos en funcion del tiempo de presentacién de recidiva
(independientemente del tipo de tratamiento recibido).

Ademas y a pesar de que el empleo de alopurinol asociado al Glucantime®, segin
nuestros resultados, no modifica la respuesta terapéutica a corto plazo, ni los porcentajes de
remision, ni las tasas de recidiva en la leishmaniosis canina, quisimos comprobar si, al menos,
su utilizacion provocaba una prolongacion en los periodos de tiempo hasta la presentacion de
las recidivas, de producirse éstas. Para ello se calcularon y compararon, mediante el test de la
t de Student, los tiempos medios de recidiva para los tratamientos que llevan asociados
alopurinol, es decir G1+Z/G2+Z (14.35 = 7.42 meses), y los que no, G1/G2 (12.58 + 491
meses). A pesar de observarse un mayor tiempo promedio en la presentacion de las recidivas
a favor de los perros que recibieron Zyloric®, en principio y segun nuestros resultados, esta
diferencia puede ser atribuida al a azar (p=0.48). Estos resultados fueron calculados a partir
delatabla RIV.A9.
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EVOLUCION A LARGO - || RECIDIVA TEMPO RECIDIV
oAb . TIEMPOMINyMaX | PO RECIDIVA
TRATAMIENTO n DE RECIDIVA © mxEsm  meses
. meses -’
Gl 6 7 13£1.79
18 o= 4.38
G2 6 5 12.17+2.36
22 G578
G1AR2 12 SR S ' 12584142
2 L g=491
G1+Z 15 5 13.841.93
27 o= 748
G242 2 13 18.5+5.50
24 c=7.78
GI+Z/G24Z 17 B s 14.35£1.80
27 e o=7.42
d=1.7696 ¢ =0.72016 o gli27 . p=047761 ||

Tabla R.IV.A.9 - Distribucion de los tiempos minimos, maximos y medios de recidiva en
funcion del tratamiento recibido. Comparacion del tiempo medio de recidiva segin el
empleo 0 no de Zyloric®.

R.IV.B -. PERIODOS DE REMISION

Como ya se ha mencionado, 39 (57.35%) de los perros que alcanzaron la remision no
nrecentaran recidiva durante todo el nerindn de ceonimianta {one fie variahle nara lac
lJl. wOWRILUA VLL LWL YO WU CUILe LUAY Wl t}\ll AV Ww U\-’E“ﬂlu\'lilv\} \\luv AV YA LU/ Pmu AT
distintos casos). A la hora de precisar los intervalos de permanencia en remision se considero,
al igual que para las recidivas, el tiempo transcurrido desde el momento del diagnostico. Las
frecuencias relativas y absolutas, asi como los tiempos medios, minimos y maximos de
seguimiento de los casos que no presentaron recidivas, en funcion de la terapia y de la fase de

la enfermedad, quedan reflejados en las tablas RIV.B.1 yRIV.B.2.

TRATAMIENTO ' FASE REMISION RECIDIVA NO | CASOS SIN RECIDIVA
. n "o - %t

GI/GI+ 2 FASE1 20 i5 75.019.68
FASEE 26 i1 42.3119.69

FASE A 2 1 50.0+35.36

TOTALES PARCIALES EH 27 56.25+7.16
GYG2+Z FASE | 8 5 62.5£17.12

FASEE 12 7 58.33+14.23

TOTALES PARCIALES 20 12 60.0+10.95
TOTALES ] 68 39 57.35+6.0

" Tabla RIV.B.1 — Tasas de permanencia en remision, durante ¢l tiempo de seguimiento, en
funcidn del tratamiento recibido y de la fase de la enfermedad en el momento del diagnéstico.
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TIEMEQ -
TRATAMIENTO FASE SIN RECIDIVA MIN y MAX DE TEMPO SEGUIMIENTO
n .l -SEGUIMIENTD ko (meses)
meses

FASE I 15 3 18.67=3.80

43 a=14.73

FASEE 11 3 21.0+6.55

GIG-1+A 63 o= 2074

J FASE A 1 3 3.0

TOTALES PARCIALES 27 3 19.2243.36

68 o=1746

] FASE1 5 3 16.2+6.92

37 o= 1548

GUG2+A ]

E FASEE 7 2 11.42£4.23

J 29 a=1146

TOTALES PARCIALES 12 3 13424371

37 o=1234

TOTALES 3% 3 17.43£2.60

68 o =1624

Tabla R.IV.B.2 - Distribucion de los tiempos minimos, maximos y medios de permanencia en
remision en funcidn del tratamiento recibido y de la fase de 1a enfermedad en el momento de
diagnostico.

Logicamente el estudio estadistico de la distribucion de los casos que se mantuvieron
en remision, en funcién de la fase de la enfermedad y en funcion del tratamiento recibido,
revelo resultados en concordancia con los anteriormente citados para las recidivas (tablas
R.IV.A4yRIV.AS5). Eneste caso, el porcentaje de perros que permanecié en remision fue
casi significativamente mayor para aquellos en fase inicial que para los diagnosticados en fase
de estado (p=0.0915) , independientemente del protocolo terapéutico utilizado (p=0.9874).

Aunque los periodos de supervision fueron diferentes entre los distintos casos, en
funcion de la disponibilidad de los propietarios, quisimos profindizar en el estudio del tiempo
de presentacion de recidiva y de permanencia en remision para cada grupo de tratamiento
(Gl/G1+Z vy G2/G2+Z). Para ello, se utilizo la metodologia estadistica denominada “andlfisis
de la supervivencia” (subprograma BMDP1L).

El método Kaplan-Meier, incluido en este subprograma, nos permitié estimar la curva
de supervivencia (entendiendo ésta como permanencia en remisidn) para cada grupo
terapéutico, a partir del calculo de las tasas de supervivencia condicional (proporcion de casos
que permanecen en remision en un intervalo de tiempo determinado) y de las tasas de
supervivencia acumulada (proporcion de casos que permanecen en remision durante un
tiempo de seguimiento, considerado desde el momento inicial). La figura R .1V B .a recoge los
resultados de este estudio.
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Tasas de Supervivencia (Permanencia en Remisién)
Acumulativa_(error estandar)
MESES  GRUPO GRUPO MESES  GRUPO GRUPO
GUGI+Z GG 2 GG Z GG Z

3 - - - - 20 - - - -

4 - - - - 21 0.465 (0.094) - -

5 0.976 (0.023) 0.937 (0.059) 22 - - 0.434 (0.133)

6 0,925 (0.041) - 23 - - - -

7 0.372 (0.053) - 24 0.423 (0.097) 0347 (0.125)

3 0.846 (0.058) - 25 0.381 (0.09%) - -

9 0.817 {0.064) 0,359 (0.093) 27 0.338 (0.092) - -
10 0.761 (0-069) 0.781 (0.110) 28 - - -
12 0.702 (0.075) - - 29 - - - -
13 0.672 (0.080) 0.608 (0.127) 32 - - - -
14 - - 0.521 (0.136) 33 - - -

15 - - - - 34 - - - .
16 0.571 (0.034) - - 37 - - - -
17 0.538 (0.029) - - 43 -

18 0.504 (0.089) - . 68

Test de Comparacion de Curvas de Supervivencia

Mantel -Cox  p=0.9945 Tarone-Ware p=0.9902 Breslow p=1.0000

1.0

S
@

o
f

<
»

o
(3]

Probabilidad de Permanencia en Remisidn
o
I

03
02
0.1
0.0
0 6 12 18 24 30 3B 42 48 54 60 66 72
meses

Fig R.IV.B.a — Estudio de supervivencia (permanencia en remisién) para los tratamientos
G1/G1+Z (linea continua) y G2/G2+Z (linea discontinua).

La ausencia de diferencias significativas entre estas dos distribuciones hizo posible
agrupar los casos con independencia del tratamiento recibido y estimar, asi, una curva de
supervivencia (o de permanencia en remision) global (figura R.IV.B.b).
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Tasas de Supervivencia (Permanencia en Remisién)
Acumulativa (error estandar)
MESES GRUPOS MESES GRUPOS
GUGLZ y GUG2Z, GUGLZ y GG 7
3 - - 20 - -
4 - - 21 0433 {0.080)
b 0966 (0.024) 22 0456 (0.079)
[ 0.928 (0.035) 23 - -
7 0.839 (0.043) 24 0399 (0.077)
3 0.370 (0.046) 25 0371 (0.079)
9 0.828 (0.053) 27 0342 (0.077)
10 0.766 (0.059) 28 - -
12 0.722 {0.064) 29 - -
13 0.65% (0.068) 32 - -
14 0.631 (0.072) 33
15 - - 34 - -
16 0.55% {0.073) 37 - -
17 0.534 (0.076) 3 - -
18 0510 (0.076) &8 - .
]

0.2
0.1

Probabilidad de Permanencia en Remigén

L R N RN RS RS RS AR R RY AR AR LR

0.0

<
o]

12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72
meses

Fig R.IV.B.b — Estudio de supervivencia (permanencia en remision) para los tratamientos
G1/G1+Z y G2/G2+Z conjuntamente.

Segun los resultados obtenidos se observa como mas del 90% de los casos
permanecen libres de recidiva durante los seis primeros meses post-tratamiento. Las tasas
acumulativas de permanencia en remision descienden con el paso del tiempo hasta situarse en
el 722% y 39.9% al afio y a los dos afios de seguimiento, respectivamente, tras la
instauracion de la terapia.
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R.IV.C -. EVOLUCION DE LOS CASOS QUE PRESENTARON RECIDIVA

Los distintos criterios y decisiones que se iban adoptando con cada uno de los casos
ncluidos bajo este epigrafe haria necesaria la descripcion de, practicamente, cada uno de ellos
por separado. Sin embargo, trataremos de resumir brevemente la evolucion de los perros
integrados en esta poblacion, agrupandolos segun el tipo de tratamiento recibido tras suffir la
recidiva.

De los 29 casos que, tras alcanzar una remision clinica, presentaron una primera
recidiva del proceso ocho no volvieron a ser tratados. De éstos, cuatro fueron sacrificados y
los otros cuatro mantuvieron el cuadro, sin llegar a alcanzar una segunda remision durante el
tiempo de seguimiento (entre 3 y 9 meses).

Los otros 21 casos fueron sometidos a una nueva terapia especifica, siguiendo
distintas pautas. Diecisiete de ellos se sometieron a un ciclo de tratamiento segun el protocolo
G1/G1+Z alcanzandose, en 15 de ellos, la remision clinica al finalizar el mismo mientras que,
de los otros dos, uno se mantuvo sin remision durante 6 meses y el otro desarrolld una
insuficiencia renal durante la terapia que determiné su sacrificio.

Ocho de los 15 casos que alcanzaron esta segunda remision, tras la administracion de
G1/G1+Z en la primera recidiva, permanecieron estabilizados durante el tiempo que fueron
controlados (entre 5 y 63 meses). Los otros siete casos presentaron una segunda recidiva.

Los cuatro perros restantes fueron sometidos a terapia tras la primera recidiva con el
protocolo G2/G2+Z, consiguiéndose la segunda remisién en todos estos perros, tras 1 ciclo
de tratamiento en uno de los casos, 5 ciclos en otro y 2 ciclos en los dos casos restantes.
Durante el tiempo de seguimiento, dos de estos cuatro casos sufrieron una nueva recidiva.

La respuesta de los 21 casos que fiteron sometidos a terapia tras la primera recidiva,
en funcion del tipo de tratamiento recibido, queda recogida en la siguiente tabla (tabla
RIV.C1):

e

RESPUESTA TRAS
1"RECIDIVA/
TRATAMIENT(

MUY FAVORABLE
n .

FAVORABLE
n

DESFAVORABLE
"

TOTAL

GLGI+Z

0

G2/G2+Z

4

0

1

¥7

0

4

TOTAL

15

4

1

1

21

-

Tabla R.IV.C.1 - Distribucién delgll)o de respuesta a corto plazo en funcién del tratamiento
recibido (independientemente del empleo de Zyloric®), tras la primera recidiva
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De estos 21 casos, 19 presentaron una respuesta favorable o muy favorable al
tratamiento y fueron precisamente los que llegaron a alcanzar una segunda remision (tabla
RIV.C2).

EVOLUCION A
MEDIO PLAZO / 2 REMISIONSI | 2* REMISION NO TASAS DE CICLOS
TRATAMIENTO n n 2' REMISION e
(TRAS 1* RECIDIVA) %
GU/G1+Z 15 2 88,23 1
G2/G2+Z 4 0 100 2.5:1.5
TOTAL 19 2 90.48

Tabla R.IV.C.2 — Distribucion de !; .e_volucién a medieo plaze (2" remision si o no), tasas de
2* remision y media de ciclos hasta la 2" remision, en los casos que presentaron 1* recidiva,
en funcién del tratamiento recibido (independientemente del empleo de Zyloric®).

La tasa global de 2* remision (19/21) fue significativamente mayor que la tasa global
de remision observada tras la instauracion del primer tratamiento (68/104) (tabla R.IV.C 3),
pudiéndose considerar similar a esta Ultima cuando limitamos la poblacion al grupo
diagnosticado en fase inicial de la enfermedad (28/30) (tabla R IV.C 4).

EVOLUCION REMISION SI REMISION NO TOTAL
A MEDIOPLAZO / n n n
TRATAMIENTO
1
TRAS DIAGNOSTICO 68 36 104
TRAS 1* RECIDIVA 19 2 21
X 4.0807 gl l 2=0.04333

Tabla R.IV.C.3 - Distribucion y comparacion de la evolucién a medio plaze (remisién si o no),
en los casos que recibieron tratamiento tras el diagnéstico y tras 1a 1" recidiva.

EVOLUCION REMISION §I REMISIONNO TOTAL
AMEDIO PLAZ0G/ n n n
TRATAMIENTO '
TRAS DIAGNOSTICO/ 28 2 30
F.INICIAL
TRAS 1* RECIDIVA 19 2 21
l{ r: 0.0242 gl:1 p=087632

Tabla R.IV.C.4 - Distribucién y comparacion de la evolucion a medio plazo (remision si o no),
en los casos que recibieron tratamiento tras el diagnostico en fase inicial y tras la 1° recidiva.
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La evolucion posterior de los 19 casos con remision tras la primera recidiva se resume
en la siguiente tabla (tabla R.IV.C.5):

EVOLUCION A SIN 2" RECIDIVA SIN 2* RECIDIVA 2' RECIDIVA 2 RECIDIVA
LARGO PLAZO/ n (%) TIEMPO MIN y MAX n (%) FIEMPO MINy MAX
TRATAMIENTO. Mo  meses mte

| (TRAS P"RECIDIVA) . : meses

GUGI+Z 5 5
3(53.3) 63 7(46.7) 18

25.25+16.31 10.29+4.10
G2/G2+7, 26 9
2(50.0) 27 2 (50.0) 10

26.5+0.50 9.5+4.05
TOTAL 10 (52.6) 25.5+14.60 9 (47.4) 10.11£3.63

Tabla RIV.C.5 - Evolucién de los casos que alcanzaron la 2° remision tras la 1” recidiva en funcién del
tratamiento recibido. Distribucion de los casos que permanecieron en remision y de los que sufrieron
2 recidiva. Tiempos medios, miximos, minimos y medios en remision y hasta la 2” recidiva.

El porcentaje de segundas recidivas fue, segiin nuestros resultados, del 47.4% (9/19),
con un tiempo medio de presentacion de 10 meses desde la deteccion de la primera recidiva.
Estos porcentajes e intervalos pueden ser considerados similares a los descritos para las
primeras recidivas (tabla RIV.C.6) .

e o A
' TIEMPQ DE PRESENTACION
% . mteg - meses
29/68 (42.65) 13.62+1.20
919 (47.37) 10.11£3.63
=0012 glil - d4=251 +=1.546
p=0.9179 . . gli36 p=0.1308
= ———

Tabla R.IV.C.6 - Comparacion de las tasas y tiempos promedio de presentacién de la primera y de la
segunda recidiva.
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R.V - EVOLUCION DE LOS PARAMETROS BIOPATOLOGICOS

Para finalizar nuestro estudio retrospectivo quisimos describir la evolucion tanto del
titulo de anticuerpos como del cociente Alb/Glo en los perros que alcanzaron y mantuvieron
la remision (68 casos), estableciéndose un tiempo maximo de seguimiento, en este apartado,
de un afio. Las curvas que determinan la dinamica de ambos parametros fueron disefiadas a
partir de los controles disponibles de dichos perros, desde el momento del diagnostico hasta
la remision y durante ésta, a lo largo del tiempo establecido excluyéndose, de aquellos casos
que sufrieron recidivas antes de superar el primer afio, todos los controles realizados a partir
de las mismas.

Estos 68 casos fiueron distribuidos en distintos grupos en funcién del tratamiento
recibido y del titulo de anticuerpos y cociente Alb/Glo que presentaron en el momento del
diagndstico, como se describe en materiales y métodos.

R.V.A -. EVOLUCION DEL TITULO DE ANTICUERPOS
Para calcular la posible ecuacion que nos determinara la dinamica de anticuerpos,
nuestra coleccidn de datos fue distribuida en 14 grupos atendiendo al tratamiento y titulo

inicial, tal y como se recoge en la tabla R V.A 1. En dicho cuadro se indica el nimero de
casos y controles serologicos considerados para el estudio de cada grupo.

TRATAMIENTO  (GRUPQ) H TITULO INICIAL CASOS CONTROLES  n
M ] _
GU/G1+Z  (G1-6400) 1/6400 11 53
GYGI+Z  (G1-3200) 1/3200 7 27
Gl/GI+Z  (G1-1600) 1/1600 5 21
G1/G1+Z {G1-800) 1/800 9 40
GI/G1+Z  (G1-400) 1/400 9 34
GU/GI+Z (G1-200) 17200 4 16
GYG+Z (G1-100) ] 1/100 3 12
G2/G2+Z  (G2-6400) 1/6400 0 0
GG2+Z  (G23200) 1/3200 4 25
rEvE!GZ-#Z (G2-1600) 1/1600 3 15
GUG2+Z  (G2-800) 1/800 5 25
G2G2+Z  (G2-400) 1/400 2 9
GG2+Z  (G2-200) 1/200 3 12
G2G2HZ  (G2-100) 1/100 3 1n

Tabla V.A.1 - Distribucion del nimero de casos y controles serolégicos en funcién del tratamiento
recibido (independientemente del empleo de Zyloric®) y del titule especifico de anticuerpos en el
momento del diagnostico.
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Al revisar los resultados obtenidos observamos que todos los perros incluidos en este
estudio (es decir, los que evolucionaron hacia la remision) presentaron, independientemente
del tratamiento utilizado (G1, G1+Z, G2, G2+Z), un descenso progresivo en el titulo de
anticuerpos anti-Leishmania. No obstante, destacamos cémo en algunos casos, tras la
instauracion del tratamiento y previamente a este descenso, se observo una ligera elevacion
de la tasa de anticuerpos. Esta elevacion, detectada en algunos perros antes de finalizar el
primer ciclo de tratamiento, fue observada mas frecuentemente en los casos con titulos
iniciales medios (entre 1/400 y 1/800).

Estos ligeros aumentos inmediatos a la instauracion del tratamiento han sido
ignorados a la hora de calcular las ecuaciones de las curvas que representan, graficamente, la
dinamica del titulo de anticuerpos.

Comprobamos, mediante anlisis estadistico, que en todos los grupos la relacién
titulo de anticuerpos/tiempo podia ser ajustada a distintos modelos de curvas, como lo
demostraban los elevados coeficientes de correlacion obtenidos para cada una de ellas. De
entre las distintas ecuaciones de regresion posibles (lineal: y=atbx, exponencial: y=a",
logaritmica: y=atblnx, potencial: y=ax", hiperbélica: y=atb/x, reciproca; y=1/(atbx) y
racional: y=x/(b+ax}), mostramos las que presentaron el coeficiente de correlacion mas
elevado para cada grupo (tabla R.V.A 2).

GRUPO ECUACION DE LA CURVA atgs bts r

G1-6400 y=a+blnx i 6289.3 +162.9 -1085.8 +37.8 .97
G1-3200 y=a+bhx 7 3176.4+91.6 -550.7+223 0.98
G1-1600 y=a+blnx 1596.2+ 578 2579+ 13.7 0.97
G1-800 y=a+blnx 8083259 -1209 +6.1 095
G1-400 y=a+blnx 3989191 -55.4+4.6 091
G1-200 y=atblx 1992+97 -26.8+2.2 0.96
G1-100 y=a+blnx 995+ 45 -i27+ 11 0.97
G2-3200 y=a+bx 27169+ 203.6 9.643 +1.327 .83
G2-1600 y=a+bx 1352.8 = 140.6 -5.002 £0.952 .82
G2-800 y=a+bx 683.4+549 -2.219+£ 0330 -0.81
G2400 y=a+bx 389.4+31.5 -1O5T+0.175 -0.92
G2-200 y=a+bx 1834+ 185 -0.819+0.167 -0.84
G2-100 y=a+bx 997+6.6 -0.46 £ 0.07 (.90

Tabla R.V.A.2 - Valor de los coeficientes a y b de la ecuacion de la cinética de anticuerpos que mostré el
mayor coeficiente de correlacion (r), para cada grupo considerado
(y =titulo de anticuerpos reciproco; x= dias).

Fue precisamente la ecuacion logaritmica, la que se ajusté mas significativamente en
todos los grupos que recibieron el tratamiento G1/G1+Z, independientemente del titulo inicial
(tabla R.V_A.2). En las figuras R.V.A.a y R V. Ab se recogen los resultados de algunos de
estos grupos, incluyendo la curva y ecuacion para cada uno de ellos.
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En los grupos que recibieron el tratamiento G2/G21Z la evolucion de los titulos de
anticuerpos se podia ajustar, igualmente, a distinlas curvas, si bien los cocficientes de
correlacion para la ecuacion logaritmica no fueron tan elevados como los obtenidos en los
grupos con tratamiento G1/GI+7. En estos casos la curva que se ajustd mas a la dinamica de
los titulos de anticuerpos fue la ecuacion lineal (tabla R.-V.A.2), lo yue indica que, en estos
casvs, €l descenso tras la instauracion del tratamiento fue menos acentuade tal y como se
obscrva cn las figpuras R V. AavR V Ab

Titulo de Ac (reciprocal

dias

Fig R.V.ALa - Cinética del titulo de anticuerpos para los grupos G1-800 (tratados
eon =100-150 mg de antimoniato de meglumine con titulo inicial=1/80) y G2-8iH
(tratados con S0-100 mg de antimoniate de meglumine con titulo inicial=1/800)

Titulo de Ac (reciproco)

Fig R.V.A.b - Cinética del titulo de anticuerpos para los grupos G 1-3200 (tratados con
=1001-150) mg de antimoniato de meglomine con titulo inicial=1/3200) y G2-3200
{tratados con 50-100 mg de antimuniate de meglumine con titule inicial=1/3200)
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R.V.B -. EVOLUCION DEL COCIENTE ALBUMINA/GLOBULINAS

En el estudio de la evolucién del cociente Alb/Glo, efectuado a lo largo del tiempo
establecido (1 afio) en los casos que evolucionaron hacia la remision, los valores obtenidos en
los distintos controles fueron distribuidos, en funcion del régimen terapéutico recibido v del
cociente Alb/Glo en el momento del diagnostico, en 8 grupos (tabla R.V.B.1).

TRATAMIENTO (GRUPO)]  ALB/GLO INICIAL CAS0S n r CONTROLES »
G-UG-I+Z  (G10.1) <0.20 4 20
G-1/G-1+Z  (G1-03) 0.2-0.39 16 71
G-I/G-1+Z  (G1-0.5) 0.4-0.59 11 47
G-UG-1+Z (G107 0.6-0.79 13 49
GUG-1+Z  (G10.9) >0.79 4 16
G2/G2+Z  (G2-0.1) <6.20 ) 0
G-2/G-2+Z (G203 0.2-0.39 5 37
GG, (G2-0.5) 0.4-0.59 4 16
GUG2HZ  (G2-0.7) 0.6-0.79 6 21
G2G2Z  (G20.9) >0.79 5 23

Tabla R.V.B.1 - Distribucién del nimero de casos y controles serologicos en funcion del tratamiento
recibido (independientemente del empleo de Zyloric®) ¥ del cociente Alb/Glo en el momento del

diagndstico.

El analisis estadistico demuestra que la evolucion del cociente Alb/Glo en todos los
grupos de nuestro estudio podria ajustarse, con unos coeficientes de correlacion altamente
significativos, a una curva de tipo potencial. No obstante, en los grupos sometidos al
tratamiento G2/G2+Z, dichos coeficientes son algo menores e, incluso, en alguno de ellos la
evolucion del cociente Alb/Glo se ajusta mas significativamente a una ecuacion racional o a
una recta (tabla R V.B.2).

GRUPO ECUACION DE LA CURVA ats bxys r
]

G1-0.1 y=ax' 0.173 £0.095 0.257 + 0.022 0.94
G103 y=ax 0.277 + 0.048 0218+ 0011 0.92
G1-0.3 y=ax' 0.474 £ 0.042 0.117 + 0.010 0.86
G107 y=ax 0,688+ 0.031 0.065 + 0.007 0.79
G109 R (- —— 0.883 + 0.028 0.082 + 0.055 0.37
G203 y=a+bx 0.351 £ 0,032 0.002 + 0.001 0.83
G2-0.5 y=ax 0.483 £ 0.055 0.124 + 0.013 0.92
G2-0.7 y=ax 0.672+ 0.045 0.077 £ 0.011 0.84
G2-0.9 y = xib + ax) 0.935 + 0.023 0.159 + 0.046 0.61

Tabla R.V.B.2 - Valor de los cocficientes a y b de la ecuacion de 1a cinética del cociente Alb/Glo gue
mostrd el mayor coeficiente de correlacion (r), para cada grupo considerado
(v=cocicnte Alb/Glo; x= dias),
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Esto sugiere que el grado de respuesta terapéutica mantiene una estrecha relacion con
el tipo de tratamiento administrado. de manera que los perros lratados con dosis mas altas de
Glucantime®, recuperan un perfil normal de las proteinas séricas antes que aquellos
sometidos a dosis mas bajas del antimanial

Como reflejan nuestros resultados, el tiempo tanscurrido hasta alcanzar unos
cocientes Alb/Glo normales dependio del valor de dicho cociente en el momento del
diagnostico {antes de iniciarse la terapia) Cuanto mas bajos fueron estos valores iniciales
mayor fue el tiempo necesario para conseguir su normalizacion. En cualquier caso, los
incrementos mas pronunciados se produjeron dentro de los dos primeros meses tras iniciar la
terapia En las fipuras R VB a y R VB b se reflejan la curva vy la ecuacion para algunos de

estos grupos.

0351 0402 x

dias

Fig R.V.B.a - Cinética del cociente Alb/Glo para los grupoes G1-0.3 (tratados con >100-
E50 me de antimoniato de meglomine con A/ Gle inicial=0.2-0,349) v G2-0.3 (tratados
can SU-100 mg de antimoniato de meglumine con Al Glo inicial=0,2-0,3%)

Alb/Glo

1 45 - o0 135 10 5 am 515 260
dias

Fig R.V.B.b - Cinética del cociente Alb/Glo para los grupos G1-0.5 (tratados con =100-
150 mg de antimoniato de meghumine con Alb/Glo inicial=0.4-0.59) ¥ G2-0.5 (tratadus
con S0-100 mg de antimoniato de meglumine con Alb/Glo inicial=0.4-01.59)

133



ESTUDIO PROSPECTIVO

Dentro de este estudio prospectivo se incluyen 61 perros seleccionados de entre
aquellos que fueron atendidos en las consultas de la Facultad de Veterinaria de Madnd y. que
tras ser diagnosticados de leishmaniosis. fueron sometidos a un protocolo terapeutico a base
de Glucantime®, via subcutanea, asocado a Zylone® (G1+2-5C), tal y como se describe en
¢l eapitulo de matenales y métedos.

P.I — DESCRIPCION Y CARACTERIZACION DE LA MUESTRA

P.LA-. DESCRIPCION

En este primer apartado se recogen las frecuencias y los resultados de estadistica
descriptiva de las variables cualitativas v cuantitativas que delinen a los 61 casos de este
estudio prospectivo, en ¢l momento del diagnostico

P.LALL-. VARIABLES NOMINALES
s Distribucion segun raza, sexo v edad

Nuestra poblacion intepra perros de ambos sexos, de todo tipo de razas y de distintas
edades. 1.os dos sexos se vieron afectados en una proporcion practicamente igual (ligura
P1A.1b) Enlafigura P.1A | a queda reflejada la gran diversidad de razas, y dentro de ellas
la variedad en tamano, aptitud y tipo de pelaje. Por tal motivo, esta vanable fue eliminada de
los estudios estadisticos. En lo que se refiere a la edad, el predominio de los animales adultos
(entre 2 y 8 anos) sobre los jovenes y los vigjos tue evidente (figura P.LA 1¢).

Fig P.L.A.1.a - DISTRIBUCION SEGUN RAZA, n =81

e
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Fig P.LA.1.b - DISTRIBUCICN

SEGUN SEXO
n=gi
Fig P.LLA1.c - DISTRIBUCION

SEGUN EDAD
n =81

BMACHOS EHHEMBRAS

[JOVEN BADULTS OVIEJO

s Distribucion segin fase de la enfermedad y cuadro clinico

La distribucion en funcion de la fase de la enfermedad revela un mayor porcentaje de
perros diagnosticados en fase de estado con respecto a la muestra global (figura P 1A 1 .d).
Ademas, la mayoria de los animales presentaban sintomatologia en €l momento del
diagnostico, con un ligero predominio de los cuadros mixto y visceral sobre el cuadro
eminentemente cutanco (figura P 1A 1¢) La proporcion de casos con insuficiencia renal v,
sobre todo, hepatica, previa a la instauracion del tratamiento, tue baja (liguras PLA 1l e
PLAlg)

Fig P.lLA.1.d - DISTRIBUCION

SEGUN FASE
r=81

Fig P.LA.1.e - DISTRIBUCION

SEGUN CUADRO CLINICO
n =81

L}

OINHICIAL BESTADD OAYANZADA

@ASINTOMATICO BCUTANEC
OVISCERAL BEMIXTO
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Fig P.LLA.1.f - DISTRIBUCION
SEGUN PRESENCIA O NO DE
INSUFICIENCIA RENAL

n =61
8
Fig P.1.A.1.g - DISTRIBUCION SEGUN

PRESENCIA O NO DE

INSUFICIENCIA HEPATICA
n =81

4

53

Independientemente del cuadro clinico global con gue se presentaron lus casos,
quisimos dejar constancia de la frecuencia con que aparecieron los distintos sintomas
ahservados en los 61 animales incluidos en esie estudio:

i m—m

| SINTOMATOLOGIA CASOS CASOS
VISCERAL _ B %
Linfadenopatia generalizada 49 803
Linfadenopatia localizada X _As
Decaimiento 12 19.7 .
Pérdida de peso g ISR | il
Iharrea 4 6.6
Vomitos 2 33
Dolor abdominal D s A

| Cojeras 5 12 o
|Poluria/Polidipsia 9 M7
Oliguria 3 4. i
Hematuria =ik 18
Tos/Descarga nasal I 1.6
Uveitis 3 49
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Descamacion o 17 27.9

Hiperpigmentacion 4 66
Eritema - 4 66
Prurito 3 - 49
Ulceras/Costras A 13 - 213
Noédulos : 3 ' 49
Postulas ORI 16
Onicogriposis 8 _ 13.1
Conjuntivits 4 .66

' 1 1.6

Otitis

Pabellones auriculares e 12

Facidd - -~ . 9 14T
Extremidades 10 164
Generalizada 9 o 147
Otras localizaciones 4 6.6

El hallazgo mas frecuente fue una linfadenopatia generalizada {(en torno a un 80% de
los perros). En tres casos, sin embargo, se encontré como tinico signo de la enfermedad una
linfadenopatia localizada que fue especialmente marcada en dos de ellos, en los que la
afeccion se restringia a un solo ganglio preescapular, muy prominente, cuya citologia revelo,
en ambos casos, la presencia de abundantes amastigotes.

La alopecia y la descamacion, seguidas de las lesiones ulcerocostrosas y, en menor
grado, de un crecimiento exagerado y anormal de las ufias, fueron los sintomas cutaneos
presentes en un mayor nimero de animales. Estas lesiones se localizaron, preferentemente en
la zona distal de los pabellones auriculares, en extremidades (sobre todo en el tercio distal de
las mismas) y en la cara (principalmente alrededor de los ojos y en el puente de la nariz).
También fue relativamente frecuente la observacion de lesiones cutaneas generalizadas. En
casi todos los casos la distribucion de las lesiones fue bilateral.

El decaimiento y Ia pérdida de peso (presente en alrededor de un 20% de los casos)
fueron generalmente moderados, excepto en algunos de los perros en fases avanzadas de la
enfermedad en los que llegd a detectarse una verdadera postracion. En un caso en fase de
estado la pérdida de peso se acompafié de una atrofia muscular generalizada muy marcada.

La presencia de cojeras localizadas en alguna extremidad o generalizadas fue
relativamente frecuente (cast en el 20% de los casos).
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Por el contrario, los sistemas digestivo y respiratorio se vieron afectados en pocos
casos. De igual forma, pocos fueron los perros en los que se detecté la presencia de uveitis.

Entre los sintomas mas frecuentemente encontrados relacionados con el aparato
urinario destacan, sin duda, la poliuria y la polidipsia.

P.LLA.2-. VARTABLES CONTINUAS

e Valores medios, minimos y maximos

En la tabla P.A2 1 se recogen los valores medios, maximos y minimos, en el
momento del diagnostico, de las distintas variables numéricas consideradas. Estos datos seran

comparados con los obtenidos en momentos posteriores para poder valorar la evolucion de
estos parametros, a lo largo del tiempo de seguimiento post-tratamiento.

PESO (kg) 61 26.3611231 4.50

TITULO RECIPROCCO 6l 2193.44+2337.15 200

PROT TOT (g/dly 61 8.27+1.73 5.20

ALBUMINA (g/dl) 61 2.3820.66 1.00

a-GLO (g/dl) 61 0.830.23 0.36

B-GLO (g/dl) 61 2244068 1.25

TGLO (g/dl) 61 2.84+1.8% 0.58

ALB/GLO 61 0.48+0.27 0.08

HEMATOCRITO (%) 61 40.83+8.70 2130

HEMOGLOBINA (g/dl) 61 13.40+2.93 6.20 19.20
G. ROJOS (x10%/mm") 61 5810.16£1290.70 2370 9060
G. BLANCOS (/mm*) 61 9988.5343896.58 2400 20300

NEUTROFILOS (/mm”) 61 6673.26:2857.38 19638 15480
LINFOCITOS (/mm’) 61 2303.08+1690.94 384 9440
EOSINOFILOS (/mm’) 61 522.36:654.8 0 3451
MONOCETOS (/mm’) 61 485.93+384.12 B 0 2030

UREA (mg/dl) 61 48.98+42.63 18 257

CREATININA (mg/dl) 44 1.10+0.73 0.40 4.40

ALT (U 61 29.43128.30 9 172
—_— M -
Tabla P.L.A.2.1 - Valores medios, mAximos y minimos de las variables numéricas en el momento del
diagndstico.
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» Distribucién segiin peso (kg)

Teniende en cuenta que las dosis de Glucantime® administradas fueron ajustadas
segun el peso del animal, estableciéndose una dosis maxima diaria de 4500 mg de antimoniato
de meglumine/animal, los perros por encima de 30 kg habrian recibido  dosis
proporcionalmente inferiores, tanto menores cuanto mayor fue el peso de los mismos. Por
esta razon, la muestra fue clasificada en las 3 categonas que aparecen en la figura P1A2.a
Como puede apreciarse, la mavona de los perros pesaron, en el momente de diagnostico, 30
kg o menos.

Fig P.l.A.2.a - DISTRIBUCION

SEGUN PESO (kg
n =81

B<31 M3140 @> 40|

e Distribucion segin titulo de anticuerpos (reciproco)

lLa figura P1A2b muestra la distribucion de los casos en funcion del titulo de
anticuerpos, por inmunofluorescencia indirecta (IF1) en el momento del diagnostico.

Fig P.LA.2,b - DISTRIEUCION SEGUN TITULO DE

ANTICUERPOS
n=81

titulo de Ac {reciproco)
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« Distribucién segin las distintas fracciones del proteinograma

Con €l fin de conocer mas detalladamente nuestra muestra, en relacion con eslas
variables, los casos no sOlo fueron clasificados segun presentaran valores normales
(representados en las lfiguras por el color granate) o alterados de dichas variables en el
momento del diagnostico, sino que aquellos animales que mostraron valores alterados fueron
integrados en distintas modalidades atendiendo a la mayor o menor intensidad de las
anomalias analiticas (liguras P1 A2, P1A2d, P1AZe PIAZEPLAZgYP 1.A2.h).

Fig P.1.A.2.c - DISTRIBUCION SEGUN

PROTEINAS TOTALES (g

n =61 Fig P.LA.2.d - DISTRIBUCION

SEGUN ALBUMINA, (g
n =81

m<6 W67AR W7S88 a:-uJ
O<2 @227 @27

Fig P.L.A.2 e - DISTRIBUCION

SEGUN ALFA-GLOBULINAS (i) Fig P.L.A.2.f - DISTRIBUCION SEGUN
n =61 BETA-GLOBULINAS (g
3 n =g

58

[@<221 m2213 B> 3]

I B<137 B>13 }

Fig P.l.A.2.g - DISTRIBUCION SEGUN

GAMMA-GLOBULINAS (wdn
n=81

10 17

25

[@<75 @153 E3.014.5 ax- 45|
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Fig P.LLA.2.h - DISTRIBUCION SEGUN COCIENTE ALB/GLO
n=81

Q2 o2o® D405 080,79 =08
AlbiGlo

Estos resultados ponen de maniliesto un ingremento mas o menos intenso en la
concentracion de las proteinas plasmaticas totales acompanado de un aumento de las -
plobulinas en un alto porcentaje de casos y, en menor proporcion, de una elevacion moderada
de las f-globulinas Dos tercios de la poblacion mostraron unos niveles de albumina
plasmatica inferiores a los fisiologicos, En consecuencia y como recoge la figura P LA 2 b, los
resultados de! cociente Alb/Glo se vieron perturbados alejandose considerablemente, en
muchos casos, de los valores habitualmente hallados en situacion lisiologica,

¢ Distribucion segiin los parimetros del eritro y leucograma

Los perros fueron clasificados en funcion de los distintos parametros de la serie roja
segin presentaran, en el momento del diagnostico, valores normales (representados en las
figuras por el color granate), moderadamente bajos o bajos de los mismes (figuras PLA 2.,
PLA2jyPLAZK)

Fig P.L.A.2.i - DISTRIBUCION SEGUN

GLOBULOS ROJOS jmilones/mm cibics)
n=§81

3

[O<35 035549 W-543]|
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Fig P.LLA.2,j - DISTRIBUCION

SEGUN HEMATOCRITO (%)
S Fig P.l.A.2.k - DISTRIBUCION

SEGUN HEMOGLOBINA (g/d))
n =61

O=< 25 2638 lh.}ﬁl

[o<s me-110 m> r:s—j

La clasificacion de los casos en funcion de las varables relacionadas con la serie
blanca quedéd determinada segan los valores analiticos se hallaran por encima, por debaja o
dentro del rango lisiologico (representado en las liguras por el color granate). Los resultados
aparceen detallados en las figuras P1A 2L PIAZm PLAZn PLIAZAY PLAZO).

Fig P.I.LA.2.1 - DISTRIBUCION SEGUN

GLOBULOS BLANCOS (imm cutco)
n =61

3 5

53

!E: 5000 B E000-17000 B> 17000

Fig P.LA.2.m - DISTRIBUCION

SEGUN NEUTROFILOS (/nm elbica) Fig P.LA.2.n - DISTRIBUCION
pmgl SEGUN LINFOCITOS (fmm citice)
4 2 n =81

55

O<3000 W00 17500 B> 11500

0= 1000 @ 10004800 E> 4200
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Fig P.LA.2.ii - DISTRIBUCION

SEGUN EOSINOFILOS ¢mm cubico)
0 =61 Fig P.l.A.2.0 - DISTRIBUCION

SEGUN MONOCITOS (fmm cibica)
n=E1

L — 12

48

@< 100 m700-1250 B> 1250) 48

[m<150 m150-1350 @>1350]

Nuestra muestra presentd, mayoritariamente, valores normales en los parametros de
la serie roja. No obstante, algo mas del 25% de los casos presentaron un cierto grado de
ancmia. La serie blanca se vio alterada en una proporcion reducida de amumales, aunque se
detectaron animales con valores por debajo v por encima del rango fisioldgico en cada una de
las variables del leucograma.

e Distribucion segin los parametros del perfil hepatico y renal

La frecuencia con que se presentaron las distintas modalidades de estas variables en el
momento del diagndstico se muestra en las lguras PLAZp, PIA2qyPLAZr Los casos
que presentaron aumentos de urea v ALT plasmaticas por encima de los rangos fisiologicos
(representados por ¢l color granate en las figuras) se repartieron en dos grupos segun
mostraran valores moderadamente altos o muy altos, ya que estas diferencias fueron
determinantes a la hora de clasificar a los animales segun la fase de la enfermedad.

Fig P.lLA.2.p - DISTRIBUCION

SEGUN UREA masi)
n=&1 Fig P.l.LA.2.q - DISTRIEUCION

8 SEGUN CREATININA (madly
n=44

3

He< 407 B401-T0 E=70

41

<15 B>16



Fig P.LA.Z.r - DISTRIBUCION

SEGUN ALT (ua
n=g1

54

[@< 443 mad3-70 l:-Tu]

Todos los animales que presentaron valores elevados de uno o vanos de estos
parametros fueron incluidos dentro de la tase avanzada de la enfermedad Como se detallara
mas adelante, entre los perros en fase avanzada cuatro presentaron valores altos de ALT y
ocho mostraron un incremento importante en los niveles de urea acompanado, en tres de
ellos, de un aumento patologico de la creatinina plasmatica

P.IL.B-. CARACTERIZACION

En cste apartado se recogen los resultados de la estadistica analitica de nuestra
coleccion de datos, guedando reflejada la relacion existente entre las distintas variables.

Como se comentd en materiales v metodos, algunas de estas variables fueron
utilizadas como criterios para definir las categorias de otras como fase de la enfermedad,
afeccion hepatica, etc. Por este motivo, es logico que tales vanables presenten
dependencia con respecto 2 aquellas consideradas para determunarlas. Sin embargo,
creimos necesario comprobar la posible existencia de asociacion entre el resto de las
variables, no tanto para realizar estimaciones clinicas y biopatologicas de la leishmaniosis
canina, sino con ¢l fin de definir correctamente nuestra muestra de estudio.

P.LB.1-. RELACIONES DE LAS VARIABLES NOMINALES
Las asociaciones entre cada variable nominal y el resto de las variables
cualitativas fueron calculadas utilizando el test de y°, mientras que las relaciones entre

cada una de dichas varables v las cuantitativas o numericas se hallaron mediante anahsis
de varianza (ANOVA)
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A continuacion quedan reflejadas todas las asociaciones estadisticamente
significativas encontradas para cada variable nominal (tablas P.1B.1.1, P1B.1.2,

PI1B.1.3yPI1B.1.4)

———————————— " —————————
VARIABLE _MACHOS HEMBRAS - GLOBAL
CUANTITATIVA. ol i nmti
PESO (kg) 29.76 = 14.17(0.015) 22.85 + 8.76 (0.015) 26.36 £ 1231
TITULO RECIPROCO 1658.06 + 1955.76 (0.036) | 2746.67 = 2559.65 (0.036) 2193.44 + 2337.15
ALBUMINA (mg/dl) 2.53 = 0.64 (0.033) 2.22 1 0.65 (0.033) 2.38 £ 0.66
T A W TR | R U St 1 S SR

Tabla P.LLB.1.1 — Aseciaciones entre el sexo y Ias demis variables consideradas, en el momento
del diagnéstico.

e I, R | N, | E———
VARIABLE - JOVENES ADULTOS VIEJOS GLOBAL
o mio mto mio mig
CUANTITATIVA ® ® o) . =6l
n=12 n=37 n=12
RGLOBULINAS (g/dl) 195040 No Significative No Significativo 224+ 068
(0.049)
HEMOGLOBINA (g/dl) No Significativo 12.36 +3.16 No Significativo 13.40+293
(0.038)
] S DU | I R —
VARIABLE JOVENES - | . ADULTOS | .- VIEIOS GLOBAL
% % % %
CUALITATIVA MODALIDAD @ " b n=61
n=12 n=37 n=12
C. CLINICO ASINTOMATICO 33.33 - - 13.11
(1.041)
FASE ESTADO - 70.27 - 57.38
(0.012)
i 1 St S il | T A | Il 1 SO

Tabla P.L.B.1.2 — Asociaciones entre la edad y las demas variables consideradas, en ¢l momento
del diagnostico.
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A | E—. T i e —
VARIABLE INICIAL ESTADO AVANZADA GLOBAL
mze niter mior M+a
CUANTITATIVA ® ) ® n=6l
n=13 n=235 n=13
TITULO RECIPROCO 446,15+ 249.97 2794.294+ 439,90 No Significativo 219344 +
.001) (0.010) 2337.15
PROTEINAS TOTALES (g/dl) 6.97+0.77 881+ 163 No Significativo 8.27+1.73
(0.001) (0.003)
ALBUMINA (g/dh) 3.17+ 0,22 No Significativo 1.82+ 037 2,38+0.66
(0.000) (0.000)
a-GLOBULINAS (g/d) .68+ 0.20 No Significativo No Sigpificativo 0.83+025
(0.008)
B-GLOBULINAS (g/dl) 1.98+ 0.45 No Significativo No Significativo 2241068
(0.048)
— 1
+GLOBULINAS (g/dl) 118+ 034 333+ 175 No Significative | 2.84+ 188
{0.000) 0.010)
ALB/GLO (1.85+0.16 0.39+£0.20 0321 0.12 048 +0.27
0.000) (©.003) {0.008)
HEMOGLOBINA (g/dl) 15.644:1.82 12.68+2.79 No Significativo 13.401+293
(0.001) (0.013)
HEMATOQCRITO (%) 46,69+ 4.79 38981+ 8.42 No Significativo 4083 +R.T0
(0.003) (0.028)
GLOBULOS ROJOS (xlOsfmma) 657538+ 920.62 No Significative No Significativo 5810.16 +
(0.008) 1290.70
NEUTROFILOS (fmm”) 5453.3942732.6 No Significativo No Significativo 6673.26 +
(0.043) 285738
MONOCITOS (/mm’) 307.92+202.25 | No Sigpificative | No Significativo 43593 +
0.031) 38412
UREA (mg/dl) No Significativo 33.24410.93 100.46+ 68.29 4898 +
(0.000) (0.000) 42.63
CREATININA {mg/d]) No Significativo 0.83+0.23 1.81+1.21 1.10+£0.73
(0.003) (0.000)
ALT (UA) No Significativo 19.42+ 8.21 5823+ 47.34 29.43 &
0.001) (0.000) 2830
oo | PO v [ DA U | R —— | S — R i S A m—
VARIABLE INICIAL ESTADO AVANZADA GLOBAL
% () % (p) % (p) %
CUALITATIVA MODALIDAD =13 n=35 n=13 n=6i
C. CLINICO ASINTOMATICO 61.54 (0.000) - - 13.11
EDAD ADULTO - 74.29 (0.012) - 60.66
INSUFICIENCILA, NO - 100 (0.001) - 86.39
RENAL
SI - - 61.54 (0.000) 13.11
INSUFICIENCIA NO - 100 (0.029) - 93.94
HEPATICA
St - - 30.77 (0.001) 6.56
L W e ST | S | F e LTt W T —

Tabla P.LB.1.3 — Asociaciones entre la fase de la enfermedad y las demis variables consideradas,
en ¢l momento del diagnéstico,
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' VARIABLE S ASINTOMAT. | CUTANEO |  VISCERAL . MIXTO® || ‘GLOBAL
) ’ ) St Mg mig S omig m :
CUANTITATIVA R (v w1 o to
: : =3 =16 Tp=18 Ca=19. - =61
PESO (kp) 36.25+14.85 No Significative | No Significative 21.36413.24 26.36
{0.008) (0.023) +12.31
TITULO RECIFROCO 425.00+233.18 Mo Significativo | No Significativo No Significativo 219344
(0.011) 233715
PROTEINAS TOTALES (g/dl) 7.1040.57 No Significative | No Significative $.9242.60 327
(0.021) (0.027) +1.73
ALBUMINA (g/dl) 3294015 No Significative | No Significativo 2.060.60 238
(0.000) (0.006) +0.66
a-GLOBULINAS (g/dl) No Significative 0.71:0.22 1.004.0.21 No Significative 0.83
(0.018) (0.000) £0.25
-GLOBULINAS {g/di) 1.8510.34 No Significstive | Na Signifi No Significat 224
(0.043) +0.68
y-GLOBULINAS (g/dl) 1.22+0.32 No Significative | No Significativo 1694229 2.84
(0.005) (0.009) +1.88
ALB/GLO 0.38:+0.16 No Significativo | No Significativo 0.3440.13 048
(0.000) (0.004) +0.27
HEMOGLOBINA (g/dl) 16.19+1.80 No Significative | No Significative 11.8042.95 13.40
(0.002) (0.002) 1293
HEMATOCRITO (%) 43.1044.22 No Significative | Ne Significativo 36.55+9.42 40.83
{0.006) (0.005) +8.70
GLOBULOS ROJOS (x10°/mm’) 639250162417 | No Significativo | No Significativo | 5244.21+1491.40 5810.16
(0.034) (0.011) +1290.70
GLOBULOS BLANCOS (/mm’) 3975004171446 | No Significative | No Significative | Na Significative 9988.53
(0.010) +3896.58
NEUTROFILOS (/mm’} 4446.50+4845.51 | No Significstive | o Significative | No Signifieativo 6673.26
(0.013) +285738
MONOQCITOS (/ mms) 25238163.24 No Significativo | No Significative | No Significativa 485.93
(0.034) +384.12
EOSINOFILOS (/mms) No Significative 88%.75+1078.48 | No Significative No Significativo 522.36
{0.005) +654.38
UREA (mg/dl) No Significativo 30,94:12.89 70.39+63.59 No Significative 48.98
(0.025) (0.006) +A2.63
CREATINTNA (mg/dl) No Significative | No Significative 1.5141.11 No Significativa 1.10
{0.006) +0.73
ALT (U/) No Significative | No Significativo | No Significativo 41.08+39.59 29.43
. +28,30
VARIABLE ASINTOMAT. CUTANEO VISCERAL . MIXTO i GLOBAL
. 9% % % 3 %
CUALITATIVA | MODALIDAD (w w - ip) @ n=6l
: n=% n=16 . n=1$ =19
FASE INICIAL 100 - - - 213
{0.000)
EDAD JOVENES 50 - - - 1967
0.041
i — _ — ) ——— T | P | R— | DOS—

Tabla P.I.B.1.4 — Asociaciones entre el cuadro clinico y las demais variables consideradas,
en el momento del diagnastico.
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Tras el anélisis de todos estos resultados destacamos la existencia de una estrecha
relacion entre el cuadro clinico observado y la fase de la enfermedad, establecida en el
momento del diagnostico, asi como entre esta Gltima vy la presencia de una afeccion renal
o hepatica. Logicamente, las fases iniciales presentaron los mayores porcentajes de
cuadros asintomaticos, mientras que en las fases avanzadas se incluyeron un mayor
numero de perros con afeccion renal o hepatica (tabla P.1B.1.3).

El sexo no mostro relacion alguna con el resto de las variables cualitativas (tabla
P.1B.1.1). Sin embargo, la edad se asocié significativamente al cuadro clinico v a la fase
de la enfermedad, de manera que los perros menores de 2 afios presentaron una mayor
proporcion de cuadros asintomaticos. Los adultos, por su parte, se incluyeron
mayoritariamente en las fases de estado (tabla P.1B.1.2).

En cuanto a las asociaciones entre las variables cualitativas y cuantitativas,
observamos cdmo las hembras mostraron unos niveles inferiores de albimina y peso que
los machos, mientras que éstos presentaron unas tasas de anticuerpos mas bajas (tabla
P.LB.1.1).

Por otra parte, s6lo se aprecié asociacion inversa entre la edad y los valores
medios de B-globulinas y hemoglobina para los menores de 2 afios y los adultos,
respectivamente (tabla P.1.B.1.2).

En lo que se refiere a la fase de la enfermedad, comentaremos solo las
asociaciones significativas encontradas entre ésta y los valores del hemograma, ya que el
resto de las variables cuantitativas fueron consideradas a la hora de establecer las
distintas categorias dentro del grupo fase de la enfermedad.

Aunque siempre dentro de los rangos fisiologicos, los valores medios de la serie
roja arrojan las cifras mas elevadas en las fases iniciales, mientras que el numero de
neutrofilos y monocitos queda por debajo de las medias de nuestra muestra global.

A pesar de que los perros en fase de estado presentaron unas medias de
hemoglobina y hematocrito inferiores a las medias globales, éstas se mantuvieron dentro
de los valores fisiologicos, sin que pudieran detectarse valores medios que se
correspondieran con anemia, en ninguno de los distintos estadios de la enfermedad (tabla
PIB.1.3).

Al considerar el cuadro clinico observamos resultados similares a los obtenidos
con respecto a la fase de la enfermedad. No obstante, en la clasificacién por cuadro
clinico no se tuvieron en cuenta los datos laboratoriales, por lo que las asociaciones
encontradas con éstos resultan menos sesgadas y proporcionan datos mas relevantes a la
hora de caracterizar cada modalidad del grupo cuadro clinico.
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Asi, tenemos que los perros considerados asintomaticos presentaron los valores
medios de la serie roja y proteinograma mas centrados dentro del rango fisiolégico y los
titulos medios de anticuerpos y los recuentos de globulos blancos, neutréfilos y
monocitos mas bajos. Ademas, estos animales fueron los que presentaron un peso medio
mas alto.

Los perros con cuadro cutaneo mostraron los valores de eosinofilos mas
elevados, mientras que sus concentraciones de urea y g-globulinas fueron las mas bajas
de nuestra coleccion de datos. Los animales con cuadro visceral se caracterizaron por
presentar las cifras mas altas en o-globulinas, creatinina y urea (tabla P.1.B.1.4). Por
ultimo, los perros con cuadro mixto arrojaron unos valores analiticos medios similares a
los hallados en las fases de estado de la enfermedad, como queda reflejado en las tablas
P1B.13y P1B.14

P.1.B.2-. CORRELACIONES ENTRE LAS VARIABLES CONTINUAS

Por ultimo, dentro de este apartado de caracterizacion, quisimos establecer las
posibles asociaciones (dos a dos) entre las variables cuantitativas, en el momento del
diagndstico. Mediante el programa estadistico BMDP calculamos los coeficientes de
correlacion (r) entre estas variables . Teniendo en cuenta el tamafio de nuestra muestra,
la correlacion entre dos variables fue significativa cuando #>0.252 (para una p<0.05) o
cuando r>0.327 (para una p<0.01). La tabla P.1.B.2.1 refleja los resuitados de este
estudio.

Entre las multiples correlaciones significativas observadas, comentaremos
aquellas encontradas entre las variables cuya dependencia no sea obwia debido a su
propia naturaleza de vinculacion (como, por ¢jemplo, los parametros de la serie roja o de
la serie blanca, ciertas variables del proteinograma, etc.).

Destacamos la estrecha correlacion (p<0.01) del titulo de anticuerpos (reciproco)
con las y-globulinas y las proteinas totales (#>0.67) y, en menor grado y en relacion
inversa, con el cociente Alb/Glo (r = -0.5441) y la albiumina (r = -0.3690).

Asimismo, la tasa de anticuerpos, las proteinas totales, la albumina, las y-
globulinas y el cociente Alb/Glo, presentaron correlaciones significativas (p < 0.01) con
las variables de la serie roja (hematocrito, hemoglobina y globulos rojos).

Aunque no de una forma tan marcada como en los casos anteriores, la urea solo
se correlaciond significativamente (r = 0.2719) con las a-globulinas. Por el contrario, no
encontramos correlacion significativa entre la ALT y ninguna de las demas variables
continuas.

A excepcion de los linfocitos, el resto de los parametros de la serie blanca

mostraron una correlacion directa y estadisticamente significativa (aunque casi en el
limite de significacion) con la fraccion g-globulinas del proteinograma.
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r>0.252 = p< 005

r=0.327 = p<0.01
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P.II - RESPUESTA A CORTO PLAZO

Una vez caracterizada la poblacion de nuestro estudio prospectivo, la primera
cuestidn que nos planteamos fue determinar la respuesta inmediata (dentro de los dos
meses) al tratamiento con Glucantime®, via subcutanea, asociado a Zyloric®. Para
valorar esta respuesta a corto plazo se utilizaron los mismos criterios que en el estudio
retrospectivo, como quedd expuesto en materiales y meétodos.

Ademas, quisimos comparar estos resultados con los observados cuando se
utilizd la via intramuscular a dosis similares del antimonial, sin tener en cuenta la
administracion o no de alopurinol ya que, como quedo demostrado, su empleo no
modificé la respuesta terapéutica inicial (pag. 102).

Para poder interpretar correctamente los resultados fue necesario determinar si
las distribuciones de las dos muestras, (perros tratados por via IM y SC con dosis
similares de Glucantime®) en cuanto a la fase de enfermedad, edad y sexo, podian
considerarse homogéneas o no (tablas P.I1.1, P.11.2 y P.IL.3).

TRATAMIENTO/ O1GLsZ 1M - olezsc P TOTAL
FASE L n : o n . - "
FASE 0 13 35
FASEE 39 3 74
FASE A 9 13 n
TOTAL 70 61 131
f26sz gliz - p=026554

Tabla P.ILT - Distribucién de los casos en funcién del tratamiento recibido (TM 0 SC) ¥ de lafase de la
enfermedad, en ¢l momento del diagndstico.

TRATAMIENTO/ . GYOL+Z -TM GEAZSC TOTAL
EDAD n : ) . n n
=~ ]
JOVENES 19 12 31
ADULTOS 37 37 74
VIEJOS 14 12 26
TOTAL 70 61 131
11215 gli2 _ p=0.57079
Tabla P.1L2 - Distribucién de los casos en funcién del tratamiento recibido (IM 0 SC) y de la edad,
en el momento del diagnéstico.
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= - — ; =
TRATAMIENTO ! CrLEl=L ™ 02 «Z8C | TOTAL
SEXO n ] 1
= — e ——
MACHOE LE 1 el
HEWMBRAS 7 3 57
TOTAL | i Gl (EX]
_— - C— =t
I +5 10921 I =039
—— —— =

Tahia PLILA - Distribucian de los casos en funcion del tratamiento recibido (IM o SC) y del sexo,

l.a ausencia de diferencias signilicativas dentro de cada uma de eslas
distribuciones nos permitio agrupar los casos, considerandolos como procedentes de una
misma muestra en cuanto al sexo, la edad v la fase de la enfermedad

P.ILA-. EFECTOS COLATERALES AL TRATAMIENTO

Antes de entrar a analizar la respuesta propiamente dicha a corto plazo y dado
que en este estudio tuvimos la oportunidad de recoger una informacion bastante
detallada de cada caso, hemos hecho un breve repaso acerca de los efectos indescables
que, en ocasiones, aparecieron durante el tratamiento especifico (ligura P.11L.Aa) La
observacion de un empeoramiento de las alteraciones existentes previamente a la
instauracion del tratamiento, no fue considerada como un efecto colateral al mismo, sino
como una respuesta desfavorable 4 la Lerapia

Fig P.Il.A.a - DISTRIBUCION SEGUN APARICION O NO DE
EFECTOS COLATERALES

n =61

BEFECTOS COLATERALES NO DEFECTOS COLATERALES 51
m Enguistamienio ™ Dlarraa

O Epistaxis @ Insuficiencia renal

[ Abatimiento intenso m Hadules

El desarrollo de efectos secundarios serios o alarmantes para el propietario solo
fue detectado en 15 casos. lo que supone un 24 6% del total. Aunque muchos duetios
nos comunicaron una ligera apatia v disminucion del apetito, que aparecia a los tres o
cuatro dias de iniciada la terapia, en casi todos los casos estos signos desaparecian
espontaneamente antes del periodo de descanso del antimonial. Tan solo en cuatro casos
se observo anorexia y abatimiento intenso.
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Dos de ellos se encontraban en fase avanzada de la enfermedad en el momento
del diagnodstico y fueron sacrificados; los otros dos, en fase de estado, continuaron el
tratamiento y mostraron una respuesta muy favorable al mismo.

La aparicion de noddulos de distinto tamafio (de unos milimetros a varios
centimetros) afecté a cuatro casos y fue de presentacion brusca y localizacion diversa,
pero en ning(n caso cercana al punto de inyeccion del antimonial. Ni la citologia ni la
biopsia, realizadas a partir de dos de estos casos, permitieron la identificacion de
Leishmania spp en las muestras. Al igual que la apatia y la anorexia, los nodulos
aparecieron a los pocos dias de iniciada la terapia y desaparecieron antes de finalizar el
ciclo de tratamiento, sin necesidad de interrumpir el mismo en la mayoria de los casos.
Sélo uno de estos perros, que partia con una afeccion renal grave, fue sacrificado como
consecuencia de un empeoramiento del estado general. Fue, precisamente este caso, el
unico en el gue los nodulos se abscesaron.

En dos casos se produjo un enquistamiento de las tres o cuatro ultimas
inyecciones de Glucantime® en el punto de inoculacion. La tumefaccion desaparecio
espontaneamente una vez finalizado el ciclo de tratamiento.

Tres perros desarrollaron diarrea que remitié tras reducir a la mitad o interrumpir
la administracion de Zyloric®.

En uno de los dos casos restantes el propietario observo un episodio aislado de
epistaxis a los pocos dias de iniciar la terapia, sin que se repitiera, posteriormente,
durante todo el tiempo de seguimiento del animal. En el otro caso, se desarrollo un fallo
renal que condujo a la decision de sacrificar al animal antes de finalizar el ciclo de
tratamiento.

Al igual que con el resto de las variables, nos parecié interesante buscar la
existencia de asociaciones entre la aparicion o no de efectos secundarios a la terapia y el
resto de las variables nominales y cuantitativas consideradas en el momento del
diagnostico (tabla P.I1.A.1).

VARIARLE | .. EFECTOS =~ "EFECTOS ¢ GLOBAL
S COLATERALES ST ‘COLATERALES NO _ mto
..CUANTITATWA. . . miU'(P) o N e miod o . n=61 .-
' n=15 . | n=46 '
a-GLOBULINAS (g/dl) 0.95+0,26 0.79+0.23 0.83 +0.25
0.014) (0.014)
]

Tabla P.ILA.1 - Asociaciones entre 1a presentacion o no de efecios colaterales y las demsis
variables consideradas, en el momento del diagnostico.

La unica asociacion significativa hallada relaciond el desarrollo de efectos
colaterales con un incremento en las ¢-globulinas (con respecto a la media global),
aunque el valor medio de éstas se mantuvo dentro del rango fisiologico.
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P.ILB-. TIPO DE TRATAMIENTO/RESPUESTA A CORTO PLAZO

La respuesta clinica inmediata de los 61 casos de nuestro estudio prospective
queda recogida en la figura P.I1LB.a.

Fig P.Il.B.a - DISTRIBUCION SEGUN

RESPUESTA A CORTO PLAZO
[PARA EL TRATAMIENTO G1+Z-5C)
n =81

BMUY FAVORABLE OFAVORABLE
OxULA ODESFAVORALE

Observamos, en primer lugar, como el 78 7% de los casos (48/61) presentaron
una respuesta inmediata muy favorable o favorable al tratamiento, siendo precisamente
eslos perros los que alcanzaron la remision Este porcentaje es similar al observado en
estudio anterior cuando la administracion de dosis similares de antimoniales fue realizada
por via IM asociada 0 no a alopurinol (77 1%) Igualmente, los casos con respuesta nula
y desfavorable ofrecieron unos porcentajes similares por lo que, en principio, podemos
sefialar la falta de diferencias significativas entre las dos vias de administracion (tabla
P.ILB.1), al menos, en lo que se refiere a la respuesta a corto plazo.

IF e — e .
RESPUESTA A CORTU !
PLAZO / MUY FTAVORABIE | NULA DESFAVORABLE |
TRATAMIENTO FAVORADLE " i - n
E "
31 =2 Ih 14 06 a 17 i
Gl-Z280 12 i6 i 9 &l
TOTAL 7% 26 % 2l 131
‘i £ 31043 zl:} p‘-ﬂ.’;‘?SEHJ
r—— -

Tabla P.1LB,1 - Distribucién del tipo de respuesta a corta plazo eo funcion del tratamiento
recibido (1M o SC).



P.I1.C-. FASE DE LA ENFERMEDAD/RESPUESTA A CORTO PLAZO

La respuesta inmediata obtenida en este grupo tratado por via subcutanea,
considerando la fase de la enfermedad, se recoge en la tabla P.II.C.1.

————
RESPUESTA A
CORTO PLAZO/ MUY | FAVORABLE NULA DESFAVORABLE | TOTAL
FASE I FAVORABLE " # oo . n
p _
1

FASE I 13 0 0 0 13

| FASEE 19 14 1 1 35
FASE A ] 2 3 8 13
TOTAL 32 16 4 9 6i

o} = 50.5205 gli6 p = 3.T40E-09

Tabla P.IL.C.1 — Distribucién del tipo de respuesta a corto plazo en funcion de la fase de la
enfermedad en el momento del diagndstico.

El estudio estadistico confirma, una vez mas, que las respuestas al tratamiento
difieren muy significativamente segin la fase de la enfermedad en que se inicid éste
(p<0.01), obteniéndose un 100% (13/13) y un 54.3% (19/35) de respuestas inmediatas
muy favorables cuando €l tratamiento se instauré, respectivamente, en fases iniciales y en
fases de estado de la enfermedad.

Los peores resultados se observaron en la fase avanzada (fases de agravamiento y
terminales) en la que tan solo un 15.4% (2/13 casos) presenté una respuesta favorable
(tabla P.I1.C.1). Estos porcentajes no difieren de los obtenidos cuando el antimonio fue
administrado por via IM, lo que confirma una respuesta similar a la terapia, en funcion de
la fase de la enfermedad, a dosis entre 100-150 mg/kg de Glucantime®,
independientemente de que la via de administracion sea IM o SC (tablas PILC.2 y
PIL.C.3).

= = e —

RESPUESTA A CORTO : C _ - _
PLAZG (FASE1)/ MUY . FAVORABLE NULA - | DESFAVORABLE | TOTAL
TRATAMIENTO FAVORABLE n n n n

. ”n i
Fl ] ,J
GUG1+Z-IM 19 1 1 1 22
Gi+7-8C 13 \ ] 0 13
TOTAL 32 1 1 1 35
-
yi=19380 gl:3 . .p=058518

Tabla P.II.C.2 — Distribucién del tipo de respuesta a corto plazo en funcién del tratamiento
recibido (IM o 8C), para la fase inicial de la enfermedad.

155



RESPUESTA A CORTO

PLAZO (FASEE)/ MUY FAVORABLE NULA DESFAVORABLE | TOTAL

TRATAMIENTO FAVORABLE n n n n

n .

G1/G1+Z-IM 24 8 3 4 39

G+ Z-8C 19 14 1 1 35

TOTAL 43 22 4 5 74

= 48156 gl:3 p=0.18518

Tabla P.IL.C.3 ~ Distribucién del tipo de respuesta a corto plazo en funcién del tratamiento
recibido (IM o SC), para la fase de estado de 1a enfermedad.

P.ILD-. EDAD Y SEXO/RESPUESTA A CORTO PLAZQO

Aunque se observaron unos mayores porcentajes de respuestas a corto plazo muy
favorables entre las hembras y los jovenes integrados en este estudio prospectivo, el
analisis estadistico demuestra, al igual que en el estudio anterior, que las diferencias
observadas en la respuesta, en funcidn de la edad vy del sexo, pueden ser atribuidas al
azar, lo cual queda reflejado en las tablas P.I1.D.1 y P.ILD.2.

RESPUESTA A CORTO
PLAZO/ MUY FAVORABLE NULA DESFAVORABLE | TOTAL

EDAD FAVORABLE n n n n

n

JOVENES 9 1 1 1 12

ADULTOS 18 12 2 5 37

VIEJOS 3 3 1 3 12

TOTAL 32 16 4 9 1 e

o} =4.9641 gl:6 p=0.54843 I

Tabla P.ILD.1 - Distribucion del tipo de respuesta a corto plazo en funcion de Ia edad, en el
momento del diagndstico.

RESPUESTA A CORTO

PLAZO MUY FAVORABLE NULA DESFAVORABLE | TOTAL

SEXO FAVORABLE n n n o

H

MACHOS 15 8 2 6 31

HEMBRAS 1% g 2 3 10

TOTAL 32 16 4 9 61

1 =1.1089 gl3 p=0.77493

Tabla P.ILD.2 — Distribucién del tipo de respuesta a corto plazo en funcion del sexo.
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P.III - EVOLUCION DE LOS CASOS CLINICOS

Al igual que en el estudio retrospectivo, quisimos descrbir y analizar la evolucion
de los casos clinicos clasificandolos en las mismas categorias: remision y no remision y,
dentro de este tltimo. mantemimiento y agravamiento del proceso (figura P.IILa),

Fig P.lll.a - DISTRIBUCION SEGUN LA

EVOLUCION DE LOS CASQS
n=61

@ REMISHON 2 NO REMISION
2 Agrayvamiento o Mantenimienta

La distribucién en estos tres grupos coincide con el tipo de respuesta inicial al
tratamiento, siendo precisamente los perros que presentaron una respucsta desfavorable
los que evolucionaron hacia el agravamiento. Los perros que clasificamos dentro de la
evolucion hacia ¢l mantenimiento se correspondieron con aquellos cuya respuesta inicial
al tratamiento fiie nula, mientras que los perros gue alcanzaron la remision fueron los que
tuvieron una respuesta favorable o muy favorable.

En ecste sentido vy aunque mas adelante se analizaran con mayor detalle las
caracteristicas de la evolucion de los casos clinicos, como punto de partida quisimos
caracterizar las poblaciones que alecanzaron la remision v las que no, buscando las
asociaciones existentes entre la consecucion (remision si) y la no consecucion (remision
no) de la remision y las distintas variables cualitativas (test de y~ y comparacion de
porcentajes) y cuantitativas (ANOVA v  de Student), consideradas en el momento del
diagnostico (tabla P 111.1)



- VARIABLE - REMISIONSI | = REMISIONNO GLOBAL -
S LR LRt () ' -~ mzer (g * e '
© T CUANTITATIVA a= 48) : n#'lgy - n=61
ALBUMINA (g/dl) 2.5040.63 (0.003) 1.93:0.58 (0.003) 2381066
ALB/GLO 0.51+0.27 (0.040) 0.36+0.20 (0.040) 0.4840.27
NEUTROFILOS (/mm”) 6327.2152750.29 (0.036) | 7951.00+2882.23 (0.036) | 6673.26+857.3%
UREA (mg/dl) 3523+ 11.81 (0.000) 99.77+68.80 (0.000) 48.98+42.63
CREATININA (mg/dl} 0.90+0.24 (G.001) L71+1.20 (0.001) 1.10+0.73
ALT {UD) 25.23+19.27 (0.014) 44.92+45.64 (0.014) 29.43+28.30
' VARIABLE - '8 REMISIONSI " REMISIONNO | . GLOBAL.
: S % (). % () %
-CUALITATIVA MODALIDAD - n=4% n=13 n=gl
INICIAL 27.08 (0.029) -
FASE ESTADO 68.75 (0.001) -
AVANZADA - 84.62 (0.000)
INSUFICIENCIA NO 100 (0.000) -
RENAL
Sk - 61.54 {0.000)
MUY FAVORAB. 66.67 (0.000) - .
RESPUESTA A FAVORABLE 33.33 (0.011) -
CORTOPLAZO |— R A -
NULA - 30.77 (0.001)
DESFAVORABLE 69.23 (0.000)
[ —— " ] T

Tabla P.J1L1 — Asociaciones entre el tipo de evolucion a medio plazo (remision si 0 no) y las
demis variables consideradas, en el momento del diagnostico.

En este primer analisis se establecieron diferencias significativas entre la

P.INLA-. EVOLUCION HACIA LA NO REMISION

P.ILA.1-. EVOLUCION HACIA EL AGRAVAMIENTO

consecucion y la no consecucion de la remision en funcion del tipo de respuesta a corto
plazo (como ya se habia comentado previamente), de la fase de la enfermedad, del
recuento de neutrofilos, de la concentracion de albiimina, del valor del cociente Alb/Glo,
del estado de la funcion renal y del valor de los parametros del perfil hepatico y renal, en
el momento del diagnostico (tabla P.III.1).

Nueve casos, lo que representa un 14.75% del total de nuestra muestra,

presentaron una evolucion hacia el agravamiento.

Ocho de estos perros se encontraban en fase avanzada en el momento del
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diagnodstico, la mitad de ellos con una sintomatologia visceral y la otra mitad con un
cuadro mixto. Tan solo un animal incluido en este grupo se encontraba en fase de estado
y mostraba un cuadro eminentemente cutaneo, en el momento del diagnostico.



Seis de los ocho casos diagnosticados en fase avanzada presentaban, inicialmente,
una afeccion renal con unos valores de urea elevados (>70 mg/dl), de los cuales tres
mostraron niveles altos de creatinina (>1.5 mg/dl).

Los dos perros restantes diagnosticados en fase avanzada padecian una
insuficiencia hepatica, uno de ellos, y una lesion cardiaca grave, el otro.

Antes y durante la terapia especifica estos animales fueron tratados
sintomaticamente (fluidoterapia, dietas hipoproteicas, etc), con el fin de mejorar su
estado general. Aun asi, todos estos perros murieron o fueron sacrificados, dentro de las
tres primeras semanas de iniciado el tratamiento especifico, como consecuencia de un
agravamiento de las lesiones ya presentes en el momento del diagnostico.

El caso diagnosticado en fase de estado fue uyna perra prefiada que desarrollo,
tras la instauracion de la terapia, una insuficiencia renal (por lo que también fue incluido
en el apartado de efectos colaterales). Esto determiné la decision de sacrificarla cuando
la gestacion estaba a término y antes de finalizar el primer ciclo de tratamiento.
Previamente se realizo una cesarea con una mortalidad de la camada del 100%.

Esta serie de animales con evolucion hacia el agravamiento, se corresponde con
el grupo de animales que presenté una respuesta a corto plazo desfavorable. El estudio
estadistico revelo la existencia de asociaciones significativas entre tal evolucion y los
siguientes parametros (tablas P.I1.A.1.1):

VARIABLE * | RESPUESTA DESFAVORABLE GLOBAL
mzto () mte
CUANTITATIVA n=9 n=61
ALBUMINA (g/dl} 1.86 + 0.33 (0.006) 2.38+0.66
ALB/GLO 0.31+0.07 (0.021) 0.48 + 0.27
o-GLOBULINAS (g/dl) 0.99 + 031 (0.017) 0.83+0.25
GLOBULOS BLANCOS (fmms) 12011.11 + 3971.13 (0.047) 9988.53 + 3896.58
NEUTROFILOS (1’mm3) 8339.67 + 3231.9% (0.030) 6673.26 + 2857.38
UREA (mg/dl) 112.56 + 73.88 (0.0 00) 48.98 = 42.63
CREATTNINA (mg/dl) 2.20 = 1.26 (0.000) 1.10+0.73
o i o S e | R S
VARIABLE RESPUESTA DESFAVORABLE -  GLOBAL
CUALITATIVA MODALIDAD A=0 n=61
FASE AVANZADA 88.89 (0.000) 21.31
INSUF. RENAL SI 66.67 (0.000) 13.11
-]

Tabla P.II1.A.1.1 — Asociaciones entre la respuesta terapéutica a corto plazo desfavorable
{evolucion hacia el agravamiento) y las demds variables consideradas, en el momento del

diagndstico.
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Observamos como la poblacion con una respuesta inicial desfavorable presento,
en ¢l momento del diagnéstico, unos valores medios de albimina y un cociente Alb/Glo
significativamente inferiores a la media de la poblacion estudiada. Por el contrario, los
niveles medios de a-globulinas, asi como el recuento de globulos blancos y, en particular
de neutrofilos, fueron superiores. Las variables del perfil renal (urea y creatinina)
mostraron, igualmente, valores por encima de la media.

P.ITLA.2-. EVOLUCION HACIA EL MANTENIMIENTO

Constituido por 4 individuos, un 6.6% del total de nuestro estudio, en este grupo
se incluyen los casos que presentaron una cierta mejoria o estabilizacion del proceso,
pero m alcanzaron una remision clinica y biopatologica completas ni tampoco sufrieron
un drastico empeoramiento del proceso tras la instauracion del tratamiento.

El seguimiento de estos casos se prolongé por encima del afio e, incluso, mas alla
de los dos 2 afios en uno de ellos.

Tres de los perros incluidos en este grupo fueron diagnosticados en fase
avanzada de la enfermedad, dos de los cuales presentaban en ese momento una
insuficiencia renal con una elevacion importante de la urea. Estos dos perros fueron
sometidos a tres ciclos de tratamiento a lo largo del tiempo de seguimiento
consiguiéndose, durante este periodo, reducciones importantes en los niveles plasmaticos
de urea, aunque no se alcanzaron valores normales de la misma ni se llegd a obtener un
perfil normal del proteinograma. Ambos animales fueron sacrificados tras un afio y medio
de seguimiento como consecuencia de una reagudizacion del proceso renal.

El otro caso diagnosticado en fase avanzada mostré una insuficiencia hepatica
puesta en evidencia por una elevacion muy acentuada de la ALT (GPT), AST (GOT),
GGT y fosfatasa alcalina. Este perro, sometido a un solo ciclo de tratamiento,
evoluciond favorablemente de las lesiones cutaneas y de las cojeras presentes antes de
iniciar la terapia especifica. Sin embargo, la lesién hepatica se mantuvo mas o menos
estable durante un tiempo, agravandose a partir de los 21 meses tras el diagnostico de la
enfermedad, lo que desembocod en el sacrificio del animal 7 meses después de dicho
agramiento.

El ultimo caso integrado en este grupo era un perro diagnosticado en fase de
estado que se presenté a consulta con cojeras, atrofia muscular y delgadez importantes.
A pesar de la administraciéon de tres ciclos de tratamiento y de la imposibilidad de
detectar otro proceso concurrente, la mejoria clinica aunque evidente no desembocé en
la resolucion completa de la sintomatologia. Algunos parametros biopatologicos llegaron
a normalizarse, sin embargo, el titulo de anticuerpos no descendié significativamente en
ningin momento durante el tiempo de seguimiento (20 meses).

Este grupo coincide con el que presentd una respuesta terapéutica nula a corto
plazo.
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El analisis estadistico (tabla PIIL.A.2.1) pusc de relieve, en esta serie de
animales, la presencia de unos valores medios de ALT mas altos y de B-globulinas
plasmaticas mas bajos que los valores medios globales, en el momento del diagnostico.

VARIABLE : RESPUESTA NULA " GLOBAL

o | . me () mso

CUANTITATIVA o n=4 n=61

|
p-GLOBULINAS (g/dl) 1.68 = 0.19 (0.045) 2245068
ALT (Ul 70.50 = 60.49 (0.001) 29.43 + 2830
VARIABLE RESPUESTA NULA ' LOBAL
o : % (p)- %
CUALITATIVA MODALIDAD i e
FASE AVANZADA 75 (0.028) 13,11

1T e ]
Tabla P.ITI.A.2.1 - Asociaciones entre la respuesta terapéutica a corto plazo nula (evolucion
hacia el mantenimiento) y las demas variables consideradas, en el momento del diagndstico.

P.IILB-. EVOLUCION HACIA LA REMISION

Un total de 48 casos (78.7%), todos ellos con respuesta favorable o muy
favorable, alcanzaron la remision tras la instauracion de la terapia, en algiin momento del
seguimiento. Hay que precisar que cinco de estos perros presentaron una ehrlichiosis
concurrente que fue tratada especifica y exitosamente con doxiciclina o dipropionato de
imidocarb, de forma simultanea a la terapia anti-leishmaniosica.

El grupo que alcanzé la remision, tras una respuesta muy favorable, se
caracteriz6 por integrar a todos los animales que se hallaban en fases iniciales de
enfermedad en el momento de diagnéstico e incluir, mayoritariamente, animales sin
apenas sintomatologia y clasificados con una correcta funcion hepatica y renal. Los
valores analiticos en el momento del diagnostico, si bien pudieron verse alterados, fueron
los que se aproximaron mas a la normalidad, detectandose diferencias estadisticamente
significativas entre los valores medios de las proteinas totales, la albumina, las vy-
globulinas, el cociente Alb/Glo, el eritrograma, la urea y la ALT del grupo que remitio
tras una respuesta muy favorable y los de la poblacion global de este estudio prospectivo
(tabla P.IIL.B.1).

Los perros que, igualmente, alcanzaron la remision pero de una forma mas lenta
(respuesta favorable) fueron, en su mayoria (87.5%), diagnosticados en fase de estado y
los valores medios de los parametros analiticos de este grupo aparecieron, en el
momento del diagnostico, mas aiterados que los de la poblacion global (tabla P.IIL.B.1).
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40 00 0y Y | S S
VARIABLE MUY FAVORABLE FAVORABLE GLOBAL
CUANTITATIVA mbo ) i © d
PROTEINAS TOTALES (g/dl) 7,84 + 1.43 (0.021) 9.36 + 1.87 (0.021) 827+ 173
ALBUMINA (g/di) 272 +0.55 (0.000) 2,05 +0.52 (0.000) 7 2.3840.66
B-GLOBULINAS (2/dl) No Significativo 253 +0.83 (0.020) 2244068
+-GLOBULINAS (g/dl) 222 1 1.40 (0.004) 196 +2.15 (0.004) 2844188
ALB/GLO 0.61 +0.27 (0.000) 0.30 +0.13 (0.000) 0.48+0.27
GLOBULOS ROJOS (x10 * fm’ ) 6281.88+ 1040.07 (0.001) | 4993.75+ 1164.53 (0.001) 5810.16 +£ 1290.70
HEMATOCRITO (%) 43,82+ 635 (0.003) 34974781 (0.003) 40.83 4 8.70
HEMOGLOBINA (g/d) 14.41 +2.20 (0.003) 11.44 + 274 (0.003) 13.40 4 2.93
UREA (mg/dl) 3697+ 11.15(0.011) 31.75+12.31 (0.011) 48.98+ 42.63
ALT (U 22.32 + 11.37 (0.020) No Significativo 29.434 28.30
T ¢ ¢ ——— I ——— o I T ]
VARIABLE - MUY FAVORABLE 'FAVORABLE GLOBAL
CUALITATIVA | MODALIDAD ” (ﬁ’i ,;%; & 2
FASE 40.63 (0.000) . 2131
ESTADO 87.50 (0.004) 5738
C. CLINICO ASINTOMATICO 25 (0.004) - 13.11
INS. RENAL 100 (0.001) - 26.89
INS. HEPATICA 100 (0. 046) e - 93.44
A | |%|m R —

Tabla P.IILB.1 - Asociaciones entre las respuestas terapéuticas a corto plaze muy favorable y
favorable (evolucién hacia la remisién) y las demas variables consideradas,
en el momento del diagndstico.

Al comparar el porcentaje de remision observado en este estudio (78.7%

48/61) con el obtenido al emplear dosis similares de Glucantime® por via IM (68.57%
48/70), los resultados revelaron la inexistencia de diferencias estadisticamente
significativas entre ellos (p = 0.2732) (tabla P.1I1.B.2).

EVOLUCION A MEDIO
PLAZO / REMISION SI REMISION NO TOTAL
TRATAMIENTO n (%) (%) n
Gl/G1+Z-IM 48 (68.6) 22 (31.4) 70
GHZSC 48 (78.7) 13(21.3) 61
o = 1.226 gl p=02732

Tabla P.ULB.2 - Distribucion y comparacion del tipo de respuesta a medio plazo (remision si
o0 no) en funcién del tratamiento recibido (EIM o SC).
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Del mismo modo, la distribucion, en funcion de la fase de la enfermedad, de los
casos con remision tratados por via SC (estudio prospectivo) no fue estadisticamente
diferente de la observada cuando se empled la via IM (estudio retrospectivo),
administrando dosis similares de Glucantime® (tabla P.1I1.B.3).

FASE 7 FASET FASEE FASE A, TOTAL
TRATAMIENTO " n n n
G-1/G-1+Z-IM 20 26 2 48
G-+ 7-8C 13 13 2 4R
TOTAL 33 59 4 96
4 = 23154 gl:2 p=0.31422ﬂ

Tabla P.1ILB.3 - Distribucion de los casos que alcanzaron la remision en funcién de Ia fase dela
enfermedad y del tratamiente recibido (IM o SC).

Como ya quedd definido en materiales y métodos, considerabamos la
consecucion de la remision cuando se cumplian las tres condiciones siguientes:
desaparicion de los sintomas, normalizacion del proteinograma y reduccion significativa
del titulo de anticuerpos. Efectivamente, en la mayor parte de los casos asi fue. Sin
embargo, en un reducido nimero de animales no llegaron a cumplirse de una manera
estricta estas tres premisas.

En lo que se refiere a la sintomatologia, la uveitis (en dos casos) y las lesiones
localizadas en la zona distal de los pabellones auriculares (en tres casos) fueron los
sintomas mas rebeldes al tratamiento, sin que se consiguiese una desaparicion total de los
mismos en el momento de la remision. El proteinograma no llegd a normalizarse por
completo en ciertos pacientes (dos casos) que presentaron una alteracion persistente del
metabolismo proteico, presumiblemente ocasionada por una afeccion organica (hepatica)
cronica, caracterizada por una hipoalbuminemia y un aumento de las p-globulinas.
Asimismo, el proteinograma se normalizé después de la remision en algunos de los
perros que presentaron una ehrlichiosis concurrente (tres casos), como consecuencia de
la persistencia de valores elevados de las B y y-globulinas.

No se observo una caida significativa (al menos en dos diluciones) de la tasa de
anticuerpos, en el momento de la remision, en algunos animales que partieron con titulos
bajos (4/5 con titulo inicial 1/200 y 4/9 con titulo inicial 1/400) y en un numero reducido
de casos con titulos > 1/800 (7/33). Sin embargo, a excepcion de 3 casos (dos con titulo
inicial 1/400 y uno con titulo inicial 1/200), el resto presenté una reduccion significativa
de la tasa de anticuerpos en el control inmediatamente posterior a la remision.

En lo que se refiere al numero de ciclos de tratamiento y como ya estaba
previsto, en algunos casos se administré mas de uno hasta alcanzar la remision,
quedando la media global en 1.31. La distribucion del numero de ciclos aplicados, en
funcion de la fase de la enfermedad en que se encontraban los animales en el momento
del diagnostico, se recoge en la tabla P.IIL.B 4.
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NUMERO DE CICLOS /
FASE

1CICLO

2 CICLOS
n

3CICLOS
n

TOTAL

FASE1

13

0

0

13

FASEE

20

12

1

3

FASE A

1

1

0

2

TOTAL

34

13

1

48

Tabla P.IILB. 4 - Distribucién del nimero de ciclos administrados hasta la remisién en funcién
de la fase de la enfermedad en el momento del diagnéstico,

Al comparar el promedio de ciclos segun fase, mediante la ¢ de Student, se
comprueba una diferencia significativa entre la fase inicial y la fase de estado (»<0.001)
(tabla P.II1.B.5). La fase avanzada quedd excluida del estudio estadistico debido al
reducido niimero de casos.

FASE COMFARACION DE
TRATAMIENTO FASE] FASEE MEDIAS
m =1 m=14242 d=04241  1=43464
GLZSC o=0 6=0.56 _ B}
n=13 =1 gl p=000013

Tabla P.IILB.5 — Comparacion de las medias de ciclos administrados hasta la remision en funcién
de la fase de la enfermedad en el momento del diagndstico.

Comparando estos resultados con los obtenidos en el estudio anterior,
observamos que el nimero de ciclos de Glucantime® hasta alcanzar la remision, segin
fase de la enfermedad, fue independiente de su via de administracion (IM o SC), cuando
se emplearon dosis similares del antimomial {tabla P.III.B.6).

TRATAMIENTO/ COMPARACION DE
FASE GUGL+ZIM GI14Z:5C MEDIAS

=105 I d=005 1=0.80

FASEI o o °n gl:31 p=0429

FASEE m— 14615 - 14242 d=00373 t=0364

¢ 0;23 ° _“;f gl:57  p=079%

Tahla P.JILB.6 - Comparacion de las medias de ciclos administrados hasta Ia remisién en funcidn
del tratamiento recibido (IM o SC) y de 1a fase de 1a enfermedad en el momento del diagnéstico.
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Quisimos comprobar si el nimero de ciclos, podia estar influido por otros
factores (tabla P I11.B.7). La nula relacion con algunos de elios, como por ejemplo con la
edad, ya habia sido confirmada en el estudio anterior (pag. 116).

VARIABLE '
‘ CIC1LOS
CUANTITATIVA r
PROTEINAS 0.406
ALBUMINA -0.391
rGLOBULINAS 0.432 0.001
ALB/GLO 451 0.001
GLOBULOS ROIOS -0.433 0.001
HEMOGLOBINA 0.477 0.000
HEMATOCRITO -0.495 0.000
e e ]
VARIABLE CICLOS S  CICLOS GLOBAL
. mie (B) . L mig '
CUALITATIVA MODALIDAD
MUY FAVORABLE 1{0.000) »=32
RESPUESTA A
CORTO PLAZO FAVORABLE 1.94+£0.43 (G.O00) n=16

INICIAL 1(0.005) n=13 13110351
FASE
ESTADO 142 £0.56 (0.012) »=33
ASINTOMATICO 1(0.029) n=8%
CUADRQ CLINICO —
MIXTO 1.54 £ 0.50(0.031) =13

Tabla P.IILB.7 — Asociaciones enire el mimero de ciclos administrados hasta la remision y las
demais variables consideradas, en el momento del diagndstico.

En este estudio quedd, asimismo, patente la ausencia de asociacion entre el
numero de ciclos y la edad o el sexo. Tampoco el peso de los perros en el momento de
diagnostico influyd significativamente en el niimero de ciclos de tratamiento
administrados hasta alcanzar la remision (tabla P.II1.B.7), como asi lo corrobora el test
de »* (tabla P 11LB.8).

CICLOS DE TRATAMIENTO/ [ 1CICLO >1CICL TOTAL
L PESO ”n n n
H S —
<¥kg 26 9 35
>30kg 8 5 13
TOTAL 34 14 48
'L 2 = 0,2562 gl p=061274

Tabla P.1ILB.8 - Distribucién y comparacion del simero de ciclos administrados hasta la remision
en funcién del peso en el momento del diagnostico.
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Esta confirmacion nos parecia especialmente interesante ya que las dosis maximas
administradas fueron de 4500 mg de antimoniato de meglumine (3 ampolias de
Glucantime®) por perro y dia, lo cual supondria que los perros por encima de 30 kg de
peso recibieron dosis proporcionalmente inferiores del antimonial con respecto a aquellos
con un peso, en el momento del diagndstico, igual 0 menor a 30 kg. La ausencia de
diferencias significativas entre el nimero de ciclos de tratamiento administrados hasta
alcanzar la remisién y el peso permite integrar a todos estos perros en una poblacion
homogénea en cuanto a las dosis de farmaco recibidas.

Entre las demas variables estudiadas se comprueba, mediante analisis de varianza
(ANOVA) y determinacion de correlaciones, una dependencia entre el nimero de ciclos
administrados hasta alcanzar la remision y el cuadro clinico, las proteinas plasmaticas
totales, las y-globulinas, la albimina, el cociente Alb/Glo, la hemoglobina, los globulos
rojos y el hematocrito (tabla P.IILB.7), lo cual resulta logico habida cuenta que la mayor
parte de dichas variables fueron consideradas para establecer la fase de la enfermedad.

Puesto que, como se describié en materiales y métodos, entre los criterios
considerados para decidir la consecucion de la remision, ademas del cuadro clinico, se veian
necesariamente implicados algunos parametros biopatologicos (titulo de anticuerpos y
proteinograma), logicamente, sus valores en el momento de la remision debian ser diferentes a
los valores iniciales. Quisimos, sin embargo, comprobar como evolucionaban, no solo éstas
sino también, el resto de las variables continuas consideradas en este estudio, comparando sus
valores medios en el momento de la remisién con los observados en el diagndstico. En esta
comparacion se consideraron los resultados obtenidos mediante el test de la 7 pareada y el test
de Wilcoxon. Ademas, correlacionamos los valores iniciales y los valores obtenidos en el
momento de la remision. La tabla P.II1.B.9 recoge este estudio.

Comprobamos cdmo la mayor parte de los parametros presentaron una evolucion
claramente tendente a la normalizacion y sus valores medios fueron significativamente
diferentes en el momento de la remision con respecto al momento inicial. Incluso, los
parametros que, en el diagndstico, ostentaron alteraciones poco pronunciadas quedaron
maés centrados dentro del rango fisiologico, en el momento de la remusion, lo que
evidencia la tendencia de todas estas variables a homogeneizar sus valores.

Salvo las cifras de a-globulinas, que permanecieron sin diferencias significativas,
el resto de las fracciones del proteinograma, asi como las proteinas totales y el cociente
Alb/Glo, sufrieron modificaciones alcanzandose, en todos estos parametros, valores
medios fisiologicos en el momento de la remision.

Cambios significativos sucedieron, igualmente, en los parametros de la serie roja
entre ambos momentos: el hematocrito, la concentracion de hemoglobina y el recuento
de globulos rojos aumentaron proporcionalmente en cada caso (como lo demuestra la
alta correlacion observada). Sin embargo, dentro de la serie blanca, al comparar el
momento inicial y el de remision, Gnicamente se detectaron incrementos significativos en
el recuento de linfocitos y eosinofilos (éste Gitimo soélo por el test de Wilcoxon),
permaneciendo los valores medios de globulos blances, neutrdfilos y monocitos
estadisticamente inalterados. Conviene destacar la existencia de una alta correlacion
entre el valor medio linfocitario de ambos momentos, al contrario de lo que ocurre con
los eosindfilos.
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Por ultimo, los niveles de urea permanecieron estabilizados en los animales que
remitieron. Aunque se detecté un aumento significativo en las tasas de ALT tras la
instauracion del tratamiento sus valores medios se mantuvieron dentro del rango
fisiologico. Destacamos como los valores de ambas variables mostraron una correlacion
altamente significativa al comparar los dos momentos considerados.

[~ ]
Tabta P.ITLB.9 — Comparacién entre los valores medios de las distintas variables cuantitativas

VARIABLE MOMENTOQ " | MOMENTQ - € Pareads Wilcoxon o
DIAGNOSTICO REMISION - P r D
CUANTITATIVA mio VS

TITULO RECIPROCO 2066.6667 4437500 0.0000 0.0000 0.6017
+2269.6270 45459351 (0.0000)

PROTEINAS TOTALES (g/dl) 83479 6.9521 0.0000 0.0000 0.6442
+1.7597 +0.7635 (0.0000)

ALBUMINA (g/dl) 2.4967 3.1148 £.0000 0.0000 0.4357
+6344 +0.4448 (0.0018)

@-GLOBULINAS (g/dl) 0.7995 0.7746 0.5550 0.3302 0.1459
+£0.2288 +0.2168 (0.3173)

B-GLOBULINAS (g/dly 22571 1.8152 0.0001 0.0001 0.2246
+0.6806 +0.4259 {0.1210)

+GLOBULINAS (g/dl) 2.8006 1.2533 0.0000 0.0000 0.6448
+18974 +0.5172 {0.0000)

ALB/GLO 0.5067 0.8277 0.0000 0.0000 0.4657
+0.2749 +0.1840 (0.0008)

HEMATOCRITO (%) 40.8708 49.0354 0.6000 0.0000 0.3400
+8.1209 +5.0827 (0.0169)

HEMOGLOBINA (g/dl) 13.4187 15.8625 0,0000 0.0000 0.5267
+2.8041 +1.6335 (0.0001)

G. ROJOS (x10%/mm’) 5852.5000 6962.7080 0.0000 0.0000 0.3694
+1254.8873 +760.3156 (0.0091)

G. BLANCOS (/mm’) 9604.1670 10114.5859 0.3924 03721 0.3481
+3936.2991 +£3150.2104 (0.0143)

NEUTROFILOS {imm®) 6327.2080 6246.5010 0.8587 0.5938 0.2629
+2779.3960 +2332.0354 (0.0681)

LINFOCITOS (/mm”) 2229.9788 2681.2500 0.0413 0.0234 0.5321
+1637.7542 +1416.6909 (0.0001)

BEOSINOFILOS (/mm”) 570.6453 751.1042 0.1804 0.0325 0.1186
+724.6564 + 6583504 (0.4173)

MONOCITOS (fmm™) 4713958 440.1250 0.6839 0.5858 0.0919
14024629 +381.9053 (0.5300)

UREA (mg/dl) 35.2292 36.1563 0.6026 0.3279 0.4262
+11.9311 +10.8862 (0.0023)

ALT (U/) 25.2313 30,1875 0.0167 0.0069 0.7658
+19.4700 +20.7853 (0.0000)

. | T | IS | R

en el momento del diagnéstico y en el momento de la remision (r = 48).
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P.IV - EVOLUCION DE LOS CASOS QUE REMITIERON

De la misma forma que en el estudio retrospectivo, quisimos conocer la evolucion a
mas largo plazo del grupo de perros que alcanzo la remision aunque, evidentemente, en este
caso los periodos maximos de seguimiento fiteron inferiores puesto que, en este estudio
prospectivo, el intervalo de tiempo definido para la recopilacion de datos fue claramente mas
corto,

P.IV.A -. RECIDIVAS

De los 48 casos que alcanzaron la remision, en 17 (35.4%) se constatd la
aparicion de una recidiva durante el periodo de seguimiento, con un intervalo de tiempo
medio de presentacion de la misma, desde el momento del diagnoéstico, de 13.94 meses y
que, al igual que en el estudio retrospectivo, podria ajustarse a una distribucion normal
(tabla P.IV.A 1y figura P.IV.A a).

" m o Sm - minimo maximo n
T. RECIDIVA 13.7647 8.1894 1.986%2 6 35 17
(meses}
Diferencia méxima tedrica: 0.286 (p<0.1) 0318 (p<0.05)

Diferencia méxima observada: 0.23236 (NO SIGNIFICATIV()

PERCENTILES 2.5%=6.00 97.5%=35.00
5% =600 95% =31.85

1% =6.40 W= 2600

25%=8.75 75%=16.25

Tabla P.IV.A.1 - Conformidad de la distribucién del tiempo de recidiva con una carva de Gauss
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Fig P.IV.A.a — Distribucion de los casos en funcion del tiempo de presentacién
de recidiva con una curva de Gauss
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En principio, este porcentaje e intervalo de tiempo no difieren significativamente
de los obtenidos en el estudio anterior, dentro del grupo de perros que recibio las mismas
dosis de Glucantime® por via IM (tabla P.IV. A2 y P.IV.A3).

EVOLUCION _
ALARGO PLAZO / REMISION RECIDIVA ST RECIDIVANO
TRATAMIENTO n n (95} 7 (%)
GUGHZ-IM 48 21 (43.7) 27(56.3)
G14+Z-8C 48 17 (35.4) 3] (64.6)
TOTAL 96 38 (39.6) 58 (60.4)
2 =0392 glil  p=0.5350

Tabla P.IV.A.2 — Distribucion y comparacion del tipo de evolucion a largo plazo
{recidiva si o no) en funcién del tratamiento recibido (IM o SC).

EVOLUCION . TIEEMPOMAXy | TIEMPOMEDIO | COMPARACION
A LARGO PLAZG / RECIINVA MIN DE RECIDIVA DERECIDIVA  f DE
TRATAMIENTO n meses mtsm meses MEDIAS
| ——_er -
GUGL+Z-IM 21 ] 13.6 +1.44 d=034
27 o 6.64 t=0143
G1+Z-8C 17 6 13.94 4195 gl:36
35 o .04 p=038872

Tabla P.IV.A.3 — Distribucion y comparacion de los tiempos hasta la recidiva en funcidn del
tratamiento recibido (SC o IM),

Las tasas de recidiva asi como los tiempos minimos, maximos y medios hasta la
presentacion de las mismas, en funcion de la fase de la enfermedad, se recogen en las
tablas PIV.AS5 y PIV.A6. Con el proposito de efectuar las correspondientes
comparaciones, en estas mismas tablas también figuran los resultados observados en el
grupo de animales que recibio dosis similares de Glucantime® por via IM (del estudio
retrospectivo). Previamente se confirm¢o la ausencia de diferencias significativas, entre
ambas poblaciones, en la distribucion de los casos con recidiva segun la fase de la
enfermedad (Tabla P.IV.A 4).

FASE (RECIDIVA 1)/ ]1 FASEI FASEE FASE A TOTAL
i TRATAMIENTO " n n ' =a;._—_n=.= !
GG +Z-IM 5 15 1 24
G1+7-8C 2 14 i 17
L TOTAL 7 | 29 2 i 38
§* =0.90922 gl:2 p=06347 I[

Tabla P.IV. A 4 - Distribucion y comparacion de los casos con recidiva en funcion de la fase de la
enfermedad en el momento del diagnéstico y el tratamiento recibido (IM o SC).
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.EVOLUCION A _ : :
'LARGO PLAZO / FASE REMISION RECIDIVA 81 RECIDIVANO | TESTy’
TRATAMIENTO n n (%) n (%)
Gl/G1+Z-IM FASE 20 5(25.0) 15 (75.0) ¥ =0.050
GI1+Z-8C FASE 1 13 2(15.4) 11 (84.6) pi.l(;i;i35
GLG14Z-IM FASEE 26 15(57.7) 11(42.3) P =084
G-1+7.8C FASE [ 33 14 (42.49) 19 (57.6) ? f (])3;10
| GUGL+£-IM FASE A 2 1 (30.0) 1 (50.0}
G1+Z-8C FASE A 2 1(50.0) 1(5.0)

Tabla P.IV.A.5 — Distribucién y comparacién del tipo de evolucion a largo plazo (recidiva si o no)
en funcién del tratamiento recibido (SC o IM) y la fase de la enfermedad.

EVOLUCION A _ _ RECIDIVA TIEEMPOMEDIO | COMPAR.
- LARGOPLAZO/ ' - RECIDIVA TIEMPO ~ {. DERECIDIVA DE
TRATAMIENTO | FASE P MAX y MIN m+t sm meses MEDIAS
' meses
G1/G1+Z-IM FASE1 5 7 156+ 2.34 d=81
21 o 5.22 t=2.032
G1-7-8C FASE 1 2 6 754+ 1.50 gl:3
9 212 p=00978
GU/G1+Z-IM FASEE 15 5 1204 158 | d=31
25 o 6.18 r=~1.140
G112-8C FASEE 14 6 1514223 | 8HY7
35 s 837 p=0.2642
GUGI+Z-M FASE A 1 27 27
G1-7-8C FASE A 1 10 10

Tabla P.IV.A.6 - Distribucion y comparacién de los tiempos hasta la recidiva en funcién de la
fase de 1a enfermedad en el momento del diagnéstico y del tratamiento recibido (SC o IM).

El estudio estadistico revel6 unos resultados homogéneos, tanto para las tasas de
recidiva como para los tiempos de presentacion de las mismas dentro de cada fase,
independientemente de la via de administracion del antimonial.

Se confirman, para la via SC, los resultados previamente obtenidos para la via
IM. Asi, se registraron unas tasas de recidiva casi significativamente mayores para los
perros en fases de estado (14/33) que para los diagnosticados y tratados en fases iniciales
de la enfermedad (2/13) (XZ =2727,gl: 1; p=0.0991), mientras que las diferencias
observadas en los intervalos de tiempo transcurridos hasta la presentacion de la recidiva
no alcanzaron valores significativos (d = 7.6, 1= 1.243; g1.: 14; p = 0.2341).
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P.IV.A.1 -. CARACTERIZACION DE LA RECIDIVA

Al disponer de mas datos en este estudio prospectivo nos propusimos, mediante
analisis univariante, caracterizar la recidiva buscando sus posibles relaciones con el resto
de las variables estudiadas considerando los valores de éstas tanto en el momento del
diagnoéstico como en el de remision (tabla P.IV.A1.1).

La existencia, con respecto a las medias de la poblacion que alcanzo la remision,
de un cociente Alb/Glo mas bajo y de valores mas elevados de linfocitos, globulos
blancos, eosindfilos y p-globulinas, en el momento del diagndstico, se asocié de forma
estadisticamente significativa con la aparicion de la recidiva. En el momento de la
remision s6lo se detectd una relacion entre el recuento linfocitario y el hecho de que se
produjera o no tal recidiva.

Destacamos la ausencia de relacion entre la aparicion o no de recidiva y las
variables cualitativas. De entre éstas, tan solo la fase de la enfermedad mostré una
relacion casi significativa, como quedd demostrado anteriormente (pag. 170).

CUANTITATIVA

mic )
ne=17

- ‘RECTDIVANO -~

mic (@)
n=31

GLOBAL
mito
=48

-GLOBULINAS (g/dl)

2.48 + 0.84 (0,050)

.14 + 0,53 (0.050)

226+ 0.67

ALB/GLO

0.41 + 0.21 (0.030)

0.56 + 0.23 (0.030)

0.51 +027

GLOBULOS BLANCOS (/mm’)

11658.82 + 3758.29 (0.004)

8477.42 + 3437.29 (0,004)

9604.17 + 3895.08

LINFOCITOS (fmm’)

322524 + 2173.5 (0.001)

1684.19 + 796.80 (0.001)

222998 + 1620.60

EOSINOFILOS (/fmm’}

823,29 + 899,56 (0.037)

432.10 + 440.52 (0.037)

570.65 + 717.07

% (i % p) %
CUANTITATIVA n= 57 n=31 n=48
LINFOCITOS (;’rnms) 3275.06 + 1643.23 {0.016) 2335.61 + 1401.36 (0.016) 2681.2% + 1401.86

— - L ]
Tabla P.IV.A.1.1 — Asociaciones entre el tipo de evolucion a largo plazo (recidiva si 0 no) y las
demis variables consideradas, en el momento del diagnostico y en el momento de la remision.

Los criterios que definian la presentacion de una recidiva incluian, como se
describe en materiales y métodos, ademas de la posible reaparicion de sintomatologia
compatible con la enfermedad, la modificacion de algunos parametros biopatologicos,
concretamente del titulo de anticuerpos y/o del proteinograma. No obstante, quisimos
comprobar también qué sucedia con el resto de las variables, comparando sus valores en
el momento de la recidiva con los obtenidos en €l control inmediatamente anterior a ésta.
Ademas, correlacionamos los valores obtenidos en estos dos momentos. La tabla
P.IV.A.1.2 recoge este estudio.
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El analisis de estos resultados puso en evidencia, como es l6gico, un aumento en
el titulo de anticuerpos asi como el desarrollo de alteraciones en las proteinas
plasmaticas, a excepcion de las ¢-globulinas. A parte de estos parametros, las variables
del eritrograma, particularmente el hematocrito, reflejaron modificaciones significativas
entre ¢l momento anterior a la recidiva y el momento en que se detecté ésta.

VARIABLE = - MOMENTO MOMENTQ | tPareads | Wilcoxon r
CUANTITATIVA PRE-RECIDIVA RECIDIVA r p »
; mir mter
TITULO RECIPROCO 397.0588 1623.5294 0.0058 0.0008 0.0069
+225.3266 +1571.4362 (0.9785)
PROTEINAS TOTALES (g/df) 7.1588 7.4471 0.2623 0.4075 0.2066
+0.6746 +0.9207 (0.4116)
ALBUMINA (g/db) 3.1447 2.6294 0.0005 0.0019 0.5390
+ 10,4049 +0.5670 (0.0218)
a-GLOBULINAS (g/dl) 0.8471 0.8653 0.7895 0.6700 0.1733
+0.2330 +0.1955 (0.4924)
B-GLOBULINAS (g/dly 1.8465 2.2435 0.0232 0.0494 0.0905
+£0.3972 +0.5543 0.7214)
+-GLOBULINAS (g/d}) 13735 1.7300 0.0037 0.0065 0.6420
+0,4783 +0.5376 (0.0044)
ALB/GLO 0.7941 0.5482 0.0003 0.0006 0.0583
+0.1797 +£0.1398 (0.8186)
HEMATOCRITO (%) 48.3000 453059 0.0209 0.0312 0.4934
+5.0687 +4.4488 (0.0384)
HEMOGLOBINA (x10°/mm®) 15.6824 147059 0.0656 0.0976 0.4308
+2.0619 +1.7170 (0.0755)
G. ROJOS (x10*/mm”) 6671.1763 6330.5884 0.1766 0.2558 0.2791
+836.7673 +817.4385 (0.2631)
G. BLANCOS (/mm”) 10729.4121 10911.7646 0.7541 0.7763 0.7680
+3683.5383 +2836.1248 (0.0002)
NEUTROFILOS (/mm’) 6664.2354 6954.5884 0.6406 0.6874 0.6039
+3039.2671 +2512.5435 (0.0084)
LINFOCITOS (/mm”) 2628.8823 2916.4707 0.1453 0.1930 0.8711
+1575.6438 +1421.9423 {0.0000)
EOSINOFILOS (/mm’) 831.1765 605.7647 0.2243 0.3560 0.6210
+923.3970 +444.1277 (0.0064)
MONOCITOS (/mm’) 432.1765 434.9412 0.9819 0.8684 0.2640
+414.4902 +398.9156 (0.2909)
UREA (mg/dl) 39.0588 44.5294 0.3683 0.5899 0.5137
+10.7962 +28.0783 (0.0301)
ALT (UA) 28.9412 32.8235 0.2125 0.2455 0.8700
+23.2848 +24.7468 (0.0000)
e | I | B § S | S

Tabla P.IV.A.1.2 — Comparacitén entre los valores de las variables cuantitativas en el
momento de recidiva y en el momento inmediatamente anterior, en los perros que
sufrieron recidiva (7 =17),
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P.IV.B -. PERIODOS DE REMISION

Treinta y uno (64.6%) de los 48 perros que alcanzaron [a remision permanecieron
estabilizados a lo largo del tiempo de su seguimiento, que fue de un promedio de 17.71
meses. Evidentemente y puesto que el porcentaje de perros que no recidivo es el opuesto
al de la poblacion que si sufrid recidiva, las tasas de permanencia en remisidon no
presentaron diferencias significativas entre los animales tratados por via SC y aquellos
que recibieron dosis semejantes de Glucantime® por via IM, como qued6 reflejado en la
tabla PIV.A2. En lo que se refiere a los intervalos de tiempo de permanencia en
remision, tampoco éstos fueron estadisticamente diferentes cuando comparamos ambas
vias de administracion del antimonial (tabla P.IV.B.1).

EVOLUCION CASOS TIEMPO TIEMPO MEDIO, | COMPARACION
ALARGO PLAZO / SINRECIDIVA MAX y MIN SIN RECIDIVA DE
TRATAMIENTO - : SINRECIDIVA | - m 5w mieses . MEDIAS
” " meses ' :

GLGI+ZIM 27 3 1922 33.36 ‘d=151

68 5 17.46 £=0432

G1-7-8C 3 5 1771+ 1.45 gl: 36
36 o 809 p=0.6677

Tabia P.IV,B.1 — Distribucién y comparacion de los tiempos de seguimiente en remisioén en
funcion del tratamiento recibido (SC o IM).

Al igual que hicimos en el apartado anterior para la recidiva, confirmamos la
ausencia de diferencias entre la distribucion, segin fase de la enfermedad, de los casos
tratados por cada una de estas vias que se mantuvieron en remision durante el penodo
que fueron supervisados (tabla P.1V.B.2}. Estos resultados nos permitieron comparar las
tasas (tabla P.IV.A.5) y los tiempos medios (tabla P.IV.B.3) de permanencia en remision
entre estos dos grupos de perros (tratados por via SC y tratados por via IM), en funcién
de la fase de la enfermedad.

FASE (RECIDIVA NO) / FASE1 5 | FASEE B FASE A . TOTAL
TRATAMIENTO | n n " n
I
GUG1+Z-TM 15 11 1 27
Gl 2-8C Pl 19 1 31
TOTAL 26 30 2 58
4t =2.485 gl:2 p=0.2887

Tabla P.1V.B.2 — Distribucién y comparacion de los casos sin recidiva en funcion de 1a fase de 1a
enfermedad en el momento del diagndstico y del tratamiento recibido (IM o SC).
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EVO_LUCION A 08 TIEMPO TIEMPO MEDIO COMPAR.
LARGO PLAZO / FASE smCAS MAX y MIN SIN RECIDIVA DE
TRATAMIENTO RECIDIVA SN RECIDIVA Mt sw meses MEDIAS
. n meses
GUGI+Z-IM FASE1 15 3 187+ 380 {d=03
43 o 14.73 = 0.062
G1+7-8C FASE T 1 5 1844225 | Bl
30 7,47 p=09513
GL/GT+Z-IM FASEE 1 3 210+ 655 | d=36
68 o 2174 r=0.643
G 2-8C FASEF 19 6 174+ 202 | 84128
36 o £.80 p=0.5256
GUGI+Z-IM FASE A 1 8 8
Gl +2-8C FASE A 1 16 16

Tahla P.}V.B.3 — Distribucion y comparacion de los tiempos de seguimiento en remision en
funcion de Ia fase de la enfermedad en el momento del diagnéstico
-y del tratamiento recibido (IM o SC). e

AL Tl LU LW

Logicamente, el estudio estadistico de los porcentajes revela resultados en
concordancia con los anteriormente citados para las recidivas. En este caso y dentro del
grupo tratado por via SC, el porcentaje de perros que se mantuvo en remision fue casi
significativamente mayor para el grupo diagnosticado en fases iniciales (11/13) que para
el que 1nicio el tratamiento en fases de estado (19/33) de la enfermedad (x2 =2727,gl:
1, p=0.0991).

Por otro lado, los tiempos medios de seguimiento de los perros sin recidiva
pueden considerarse similares en funcion de la fase de la enfermedad, tanto dentro del
tratamiento SC (d=1,7=0.316, g.l.: 28 y p = 0.7543) como cuando comparamos la via
SC con la IM (tabla P.IV.B.3).

Aungue los periodos de seguimiento fueron variables, los promedios de tiempo
de los animales (de cada grupo) que permanecieron en remision a lo largo de todo el
periodo de estudio (tabla P.IV.B.1) superaron a los promedios de tiempo calculados para
la presentacion de recidivas (tabla P.IV.B.2).

Al igual que en el estudio anterior, nos propusimos calcular la curva de
supervivencia (o de permanencia en remision), en funcion del tiempo de seguimiento,
para este grupo tratado por via subcutanea y compararla con la obtenida con la poblacién
que recibio la estiboterapia intramuscularmente a dosis similares de Glucantime® (figura
P.1V B.a).
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Fig P.IV.B.a — Estudio de supervivencia {permanencia en remisidn}, en funcidn de la via de
administracion: G1+Z-5C (linca ~~ ) v GUGI=Z-IM {linca " .

La ausencia de diferencias significativas entre ambas distribuciongs permite
confirmar la similitud entre la eficacia terapeutica del Glucantime® admimistrado por via
IM y SC, en este caso considerando las tasas acumulativas de permanencia en remision.
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P.IV.C -. EVOLUCION DE LOS CASOS QUE PRESENTARON RECIDIVA

La evolucion de los 17 casos gue presentaron recidiva podria resumirse en el
sigiiente diagrama:

Sin tratamiento
post-recidiva

(= 3) Con tratamienlo
post-recidiva

Gl L5l
RESPUESTA A (n =n)
CORTOD PLAZD

Nula Favorable
REMISION NO REMISION S1
R o % IR (n - 2)

RESPUESTA A

l l CORTO PLAZO

Nila Favorahle Muy favorable
REMISION NO:, REMISION 5] REMISION S1

R T (n=2) {n - &
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La evolucion tan heterogénea de los animales incluidos en este apartado hizo
imposible realizar un estudio de caracterizacion. No quisimos, sin embargo, concluir este
capitulo sin describir la progresion de los pacientes con seguimiento tras la 1? recidiva.

De los 9 pacientes que recibieron tratamiento (G1+Z-SC) tras esta 1* recidiva,
uno no llegd a remitir. A pesar de los numerosos ciclos de tratamiento instaurados a partir
de este momento, que se acompaiiaron de una cierta mejoria, las recaidas se sucedieron (con
una sintomatologia cada vez mas intensa), sin que el animal llegara remitir en ningin
momento durante los dos afios de supervision .

Los otros ocho perros tratados alcanzaron la remision. Dos de ellos presentaron
una segunda recidiva 12 meses después de detectada la primera. El resto de estos
animales permanecieron en remision durante el tiempo que fueron controlados (3 casos
durante 18 meses y los otros tres durante 7, 10 y 11 meses respectivamente).

Uno de los tres casos que no fueron sometidos a terapia cuando se detecto la 1*
recidiva, mostré un aumento en el titulo de anticuerpos y alteraciones en el proteinograma
que fueron haciéndose cada vez mas profundas durante los 7 meses que se dejo evolucionar
al paciente. La aparicion de sintomatologia clara, tras este periodo de tiempo, persuadio al
propietario de instaurar un nuevo ciclo de tratamiento, sin que dispongamos de historia
postetior.

Los otros animales no tratados en el momento de la recidiva fueron dos perras en
las que que se detecto una ligera alteracion del proteinograma y del titulo de anticuerpos
con sintomatologia escasa y poco intensa a los 6 y 9 meses de la primera recidiva
respectivamente, coincidiendo en ambos casos con una gestacion, por 10 que no se
considero la aplicacion de un tratamiento.

Una de las perras parid 12 cachorros, de los cuales B estaban muertos en el
momento del parto y los cuatro que vivieron fueron testados al mes y medio dando una
IF1 negativa. En esta perra el titulo de anticuerpos descendio, el proteinograma se
normalizo y desaparecieron los sintomas, sin recibir tratamiento alguno, tres meses
después del parto y se mantuvo en remision durante los siete meses de seguimiento
posterior.

La otra perra tuvo una camada de 6 cachorros vivos y uno muerto. Aunque esta
perra no fue controlada durante los 8 meses posteriores, la sintomatologia desaparecio
permaneciendo, al menos aparentemente, en remision durante este tiempo. La IFI
realizada con el plasma de uno de estos cachorros, cuando tenia un afio de edad, reveld
la ausencia de anticuerpos frente a L./nfanrum. Una nueva gestacion coincidié con la
reagudizacion de los sintomas que, en esta vez, fueron mucho mas generalizados e
intensos. La analitica revelé una perturbacion profunda del proteinograma y un aumento
muy importante en el titulo de anticuerpos, por lo que la propietaria accedio a tratar de
nuevo a la perra después de que ésta pariera 6 cachorros, de los cuales, uno estaba
muerto.

177



P.V - EVOLUCION DE LOS PARAMETROS
BIOPATOLOGICOS

Siguiendo la misma estructura que en el estudio retrospectivo, quisimos detallar
la dinamica de! titulo de anticuerpos y del cociente Alb/Glo en los animales que
alcanzaron la remision (48 perros), a lo largo del primer afio de seguimiento,
considerando solo los controles previos a la recidiva en los casos en los que ésta se
produjo antes de superar este periodo de tiempo.

Al disponer de un mayor numero de datos (tanto de variables como de
controles), nos fue posible describir y analizar la evolucién de otros parametros
biopatoldgicos e, incluso, pudimos determinar la existencia o no de interaccion entre las
evoluciones de cada uno de estos parametros en funcion de la fase de la enfermedad en el
momento del diagnostico, de la respuesta post-tratamiento observada a corto plazo y de
la presentacion o no de recidiva.

P.V.A -. EVOLUCION DEL TITULQ DE ANTICUERPOS

Para calcular la posible ecuacién que nos determinara la dinamica de anticuerpos,
nuestra coleccion de datos fue distribuida en 6 grupos atendiendo al titulo inicial, tal y
como se recoge en la tabla P.V.A.1. En dicha tabla se indican el numero de casos y
controles serologicos considerados para el estudio estadistico de cada grupo.

=1

TRATAMIENTOQ

(GRUPO)

TITULO INICIAL

CASOS

n

CONTROLES

n

G1+Z-8C

(G1+Z-6400)

1/6400

10

37

G1+Z4-8C

(G1+Z-3200)

1/3200

18

G1+Z-8C

(G1+Z-1600)

GI+Z-8C

(G1+Z-800)

1/1600

34

1/800

45

G1+2-8C

(G1+Z-400)

1/400

37

G1+Z-8C

(G1+Z-200)

1/200

25

Tubla P.V.A.1 - Distribucidn del nimero de casos y controles serologicos en funcion del titulo
especifico de anticuerpos en el momento del diagnéstico.

Al igual que en el estudio anterior, destacamos como los casos incluidos en éste
presentaron un descenso progresivo en la evolucion del titulo de anticuerpos anti-leishmania.
Asimismo, en algunos casos, tras la instauracion del tratamiento y previamente a este
descenso, se observd una ligera elevacion del titulo de anticuerpos (una dilucidn). En este
estudio han sido ignorados estos aumentos inmediatos a la instauracion del tratamiento.

Comprobamos, mediante analisis estadistico, que la relacion titulo de
anticuerpos/tiempo podria ser ajustada a distintos modelos de curvas, pero la que mostrd
unos coeficientes de correlacion mas elevados fue, para todos los grupos, la logaritmica
(y=atbinx) (tabla P.V.A.2). Estos resuliados coinciden con los obtenidos en el estudio
retrospectivo para el tratamiento con dosis similares de Glucantime® administrado por via
IM (G1/G1+Z), como vemos en las figuras P.V.AayP.V.Ab
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Fig P.V.A.a - Cinética del titulo de anticuerpos para los prupoy G1-IM-3200
{Lratados 1M, con =100-150 mg de antimoniato de meglumine v titulo inicial=1/3244)
v GI4+Z-SC-3200 (tratados SC, con 150 mg de antimoniato de meglumine ¥ titulo
inicial=1/32{H},)

1000 5

Titulo de Ac [reciproco)

P00 e

180 per

29

| ==—GHG1+Z4M ——G1+Z-SC

Fig P.V.A.a - Cinética del titulo de anticuerpos para los grupos G1-TM-8(H
(tratados TM. con =1HI-150 mg de antimoniato de meglumine ¥ titulo inicial=1/800}
¥ G1+Z-SC-R00 (tratadus SC, con 150 mg de antimoniato de meglumine ¥ titula

inicial=1/804))
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P.V.B -. EVOLUCION DEL COCIENTE ALB/GLO

En el estudio estadistico sobre la evolucion del proteinograma en el curso del
tratamiento de la leishmaniosis canina los valores de los cocientes Alb/Glo observados en los
controles efectuados a lo largo del tiempo establecido (1 afio), sobre los 48 perros que
evolucionaron hacia la remision, fueron distribuidos, en funcion del cociente Alb/Glo

obtenido de los distintos perros en el momento del diagnostico, en 5 grupos, como se recoge
enlatablaP.VB.I.

TRATAMIENTO (GRUPO) ALB/GLO INICIAL CASOS n CONTROLES n
G1+Z-8C  (G1+Z-0.1) <020 5 24
G1+Z-8C  (G147-0.3) 0.2-0.39 o 17 o 59 N
GI+Z-8C  (G1+Z-0.5) 0.4-0.59 10- - 41
GI+Z-8C  (G1+Z0.7) 0.6-0.79 9 - 41
GI+Z-8C  (G1+Z-0.9) >0.79 7 N ;l B

Tabla P.V.B.1 - Distribuciéon del namero de casos y controles serologicos en funcion del tratamiento
recibido (independientemente del empleo de Zyloric®) y del cociente Alb/Glo en ef momento del
diagnastico.

El analisis estadistico demuestra que la evolucion del cociente Alb/Glo se ajusto, con
unos coeficientes de correlacion significativos a una curva de tipo potencial (y = axb), excepto
para el grupo con un cociente inicial > 0.8 (tabla P.V.B.2).

GRUPO ECUACION DE LA CURVA ats bxs r

G1+Z-0.1 y=ax’ 0,160 +0.121 0274 £ 0.026 0.92
G1+Z-0.3 y=ax 0.289 + 0.038 0.178 + 0.015 0.84
G1+Z-0.5 y=ax 0.508 + 0.077 0.102£0.017 0.69
G1+7-0.7 y=ax' 0.701 + 0.064 0.043 +0.014 0.45
G1+Z-0.9 y =x/(b +ax) 0.931 + 0.045 0.0002 +0.0002 0.14

Tabla P.V.B.2 - Valor de los coeficientes a y b de 1a ecuacidn de Ia cinética del cociente Alb/Glo que
mostrd el mayor coeficiente de correlacion (7), para cada grupo considerado
{y=cocienie Alb/Glo; == dias).

Estos resultados coinciden, como reflejan las figuras P.V.B.a y P.V.B.b con los
obtenidos cuando el tratamiento se realiz6 con dosis similares de Glucantime® por via
intramuscular (G1/G1+4Z).
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Fig V. B - Cinética del cociente Alb/Glo para los arupos G1-IM-0.3 (tratados 1M,
con =100-150 my de antimoeninto de meglumine v Al Glo inicial=0,2-4039) v G1+H7-5C-
L3 (tratados SC, con 150 mg de antimoniato de meglumine v Alh/Glo inicial=0.2-0,3%}
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Fig P.V.B.Iy - Cinética del cocicnte Alb/Glo para los grupos G1-IM-0.5 (tratados 1M,
con >=100-150 mg de antimoniato de meglumine v Alb/Glo inicial=0.4-0.59) ¥ G1+Z-5C.
0.5 (tratados SC, con 150 mg de antimoniato de meglumine ¥ Alb/Glo inicial=0.4-0.59}
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P.V.C - EVOLUCION DE LOS PARAMETROS BIOPATOLOGICOS EN
FUNCION DE DISTINTAS VARIABLES NOMINALES

Antes de entrar a estudiar la dinamica de los distintos parametros considerados en
funcion de la fase de la enfermedad en el momento de diagnostico, de la respucsta a corto
plazo y de la presentacion o no de recidiva, decidimos examinar la evolucion de los valores
medios de dichos parametros a lo largo del primer afo de seguimiento (figuras P V.Coa-
PV C p) Estos valores fiieron obtenidos a partir de 26 casos, controlados trimestralmente,
que alcanzaron y mantuvieron la remision durante al menos 12 meses De las 48 perros que
alcanzaron la remision guedaron excluidos de este estudio:

a) los casos que presentaron recidiva durante ¢l primer afo de seguimiento (7= 11)

b) los casos en los que, aun sin presentar recidiva, el tiempo de supervision lue
inferior a 1 afo (11— 0)

¢) los casos en los que, aun superando el aio de seguimiento sin presentar recidiva,
falto alguno de los controles trimestrales (1= 5)

Estos mismos casos fueron utilizados para estudiar la dinamica de los parametros
biopatoldgicos en funcion de la tase de la enfermedad y de la respuesta a corto plazo,
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Fig P.V.C.b - PROTEINAS TOTALES =26

Fig P.V.C.c - ALBUMINA  n=28
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Fig P.V.C.e - BETA-GLOBULINAS n=2¢
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P.V.C.1 - EVOLUCION DE LOS PARAMETROS BIOPATOLOGICOS EN
FUNCION DE LA FASE, DE LA RESPUESTA A CORTO PLAZQO Y DE LA
PRESENTACLON O NO DE RECIDIVA

[Ina vez determinadas las curvas de los valores medios de las distintas variables
cuantitativas a lo largo de un aio, en las pacientes que alcanzaron y mantuvieron la
remision durante este periodo, quisimos profundizar un poco mas, separando estos
mismos casos (n — 26) v controles en distintos grupos en funcion de la fase de la
enfermedad en que se enconiraban cstos perros en el momento del diagnostico y en
funcion del tipo de respuesta terapeutica a corto plazo.

Con respecto a la fase de la enfermedad, los animales fueron distribuidos en dos
poblaciones, segun se hallaran en fases inciales (FASE [ - # — 8) o en fase de estado
{(FASEE -n=18).

En lo que se reliere a la respuesta a corto plazo. los animales se distribuyeron
setin ésta hubicra sido favorable (FAV - 7= 9) v muy lavorable (MUY FAV  #=17).

Las figuras IV.C.1.a - IV.C.1.p y las figuras TV.C.1.a"- IV.C.1.p" muestran las

curvas oblenidas para las variables continuas en funcion de la lasc y de la respuesta a
corto plazo, respectivamente.
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Fig P.V.C.1.b - PROTEINAS TOTALES
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Fig P.V.C.1.c - ALBUMINA
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Fig P.V.C.1.d - ALFA-GLOBULINAS
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Fig P.V.C.1.e - BETA-GLOBULINAS
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Fig P.V.C.1.T - GAMMA-GLOBULINAS
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Fig P.V.C.1.g - ALB/GLO
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Fig P.V.C.1.,h - HEMATOCRITO

SILENIE,

DL

10000
note:

FTAMESTRE 4 TRIMESTRE

T TRMESTRE

FACTOR  VARIANZA Gl B SIGNIE,
Madhia T WRETT O

]
Pospncamy 3631 1 417 ELEE
1 Residual 707 ]

Trangea EetE]
Intzrmoowm THLT

4 !
a L T T
2 ekl 1704 th

1%



Fig V.C.1.i - HEMOGLOBINA (n=28)
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Fig P.V.C.1.j - GLOBULOS ROJOS
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Fig P.V.C.1.m - LINFOCITOS
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Fig P.V.C.1.A - MONOCITOS
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Fig PV.C.1.p - ALT
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Para estudiar la evolucion de los parametros biopatologicos durante el periodo de
remision, en luncion de si los perros llegaron o no a presentar mas larde recidiva, el
tiempo de sepuimiento escogido fue algo inferior (9 meses repartidos en tres trimestres)
al considerado anteriormente. Esto nos permitio contar con casos adicionales, la mayoria
de los cuales presentaron la recidiva después de @ meses de instaurada la (erapia pero
antes de superar el afio de seguimiento La poblacion total integrada en este estudio fue
de 30 casos que quedaron distribuidos en los dos grupos siguientes: REC SI (n = 7) v
REC NO (n=23) (figuras PV.C.1.a"-P.V.C.1.p"")

Fig P.V.C.1.a" - TITULO DE ANTICUERPOS
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Fig P.V.C.1.d" - ALFA-GLOBULINAS
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Fig P.V.C.1.F" - GAMMA-GLOBULINAS
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Fig P.V.C.1.h" - HEMATOCRITO
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Al analizar la variacion de cada parametro biopatologico, exclusivamente en
funcion del tiempo (figuras P.V.C.a-P.V.C.p), los resultados estuvieron en concordancia
con los obtemdos previamente al comparar los valores medios obtenidos en el momento
del diagnostico y en el de la remision (tabla P 111.B.9)

Asi, los valores del titulo de anticuerpos, de las proteinas totales, de la albiimina, de
las B-globulinas, de las y-globulinas, del cociente Alb/Glo, de los linfocitos, de la ALT y de
los parametros relacionados con la serie roja presentaron diferencias significativas en funcion
del tiempo (p<0.05)tiguras P.V.C.a-P.V.C.c, PV.Ce-P.V.Cj, PV.Cm y P.V.Cp) Tales
diferencias se produjeron, para casi la totalidad de estas variables, entre los valores iniciales y
los obtenidos en controles posteriores, como puede apreciarse graficamente por las
pendientes de las curvas de evolucion de dichas variables. Por el contrario, las variaciones
detectadas, a lo largo del tiempo, en los valores de las o-globulinas, de los neutréfilos, de los
monocitos y de la urea pueden ser atribuidas al azar (p>0.05)(figuras P.V.Cd, PV.Cl y
P.V.Cn)

Ademas, este estudio permitio detectar una vartabilidad casi significativa (p=0.0562},
a lo largo del tiempo, en los valores de los globulos blancos (figura p.V.C.k), que se produjo
en el segundo trimestre con respecto al valor inicial y que, previamente, no se habia
manifestado al comparar estos valores iniciales con los del momento de remision.

En cuanto a los eosinofilos, si bien se observd un incremento de sus valores iniciales
tras la instauracion del tratamiento {gue se mantuvo a lo largo del tiempo) (figura P.V.C ii), la
variabilidad no llegé a ser significativa (7=0.0913).

Estos resultados coinciden con los obtenidos en los analisis de varianza al considerar
exclusivamente la influencia del tiempo cuando estudiamos la evolucion de los parametros
teniendo en cuenta, ademas de éste, un segundo factor (fase, respuesta a corto plazo o
presentacion o no de recidiva) (figuras PV.C1a-PVClp, PVC12-PVCIlp y
PV.Cla”-PV.C.1lp”).

Los resultados obtenidos empleando medidas repetidas de los parametros
biopatologicos en funcion de la fase, de la respuesta a corto plazo y de la presentacion o no
de recidiva, al considerar la influencia de estos factores independientemente del factor tiempo,
estuvieron en concordancia con los observados al caracterizar esas tres variables cualitativas
con los valores del momento inicial. Sin embargo, estos resultados no son exactamente
iguales ya que en este analisis, ademas de emplear un menor nimero de casos, para el calculo
de la variabilidad se consideraron todos los valores obtenidos (para cada caso) a lo largo de
todo el periodo de seguimiento.

Por ultimo, dentro del estudio de evolucion de los parametros, queremos destacar la
influencia observada (interaccion) cuando se consideraron dos factores conjuntamente: el
tiempo y cada variable cualitativa (fase, respuesta a corto plazo y presentacion o no de
recidiva).
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La existencia o no de interaccion entre los dos factores considerados fue determinada
con el fin de poder interpretar correctamente las influencias obtenidas sobre cada parametro
biopatologico, cuando se consideraron estos dos factores por separado, ya que determinadas
combinaciones podrian potenciarse o anularse.

En este sentido, tanto la fase de la enfermedad (inicial y estado), como la respuesta a
corto plazo (favorable o muy favorable) presentaron interaccion con el tiempo cuando
estudiamos la evolucion del titulo de anticuerpos, de las proteinas totales, de la albumina, de
las y-globulinas, del cociente Alb/Glo, del hematocrito, de la hemoglobina y de los gldbulos
rojos. Dado que los dos factores habian mostrado, de forma independiente, una influencia
significativa sobre estos parametros biopatologicos debemos admitir que tales diferencias se
ven potenciadas por la interaccion de cada factor con el tiempo (figuras P.V.C.1.a-c,
PVClfyyPV.Cla-c,PV.CILEY).

Por otra parte, la ausencia de diferencias significativas en la evolucion de los linfocitos
y de los eosindfilos para el grupo de animales que recidivaron frente al que no recidivo,
podria ser explicada por la presumible (casi _significativa) interaccién entre el factor recidiva y
el factor tiempo. En estos casos, tal interaccion anularia la variabilidad que se produce al
considerar los factores de forma independiente. Esta interaccion puede ser observada
graficamente por la distinta evolucion de las curvas del grupo de animales que llegd a
presentar recidiva y del que no, tanto para los linfocitos como para los eosindfilos (figuras
PV.C1m” yPV.Cin”). Efectivamente, el grupo que no presentd recidiva mostrd unos
valores inferiores de linfocitos y eosindfilos en el momento del diagnostico, valores que
aumentaron visiblemente en el primer trimestre de seguimiento. Sin embargo, el grupo de
animales que recidivo partia con unos recuentos medios de linfocitos y eosindfilos mas altos y
que se mantuvieron o descendieron ligeramente con el paso del tiempo.

Estas posibles interacciones nos indujeron a comparar los valores medios de los
recuentos de linfocitos y eosindfilos obtenidos en el momento del diagnostico y de la remision
en estos dos grupos (recidiva si y recidiva no). Para este analisis se consideraron todos los
casos del estudio prospectivo que alcanzaron la remision (7 = 48) (tablas PV.C.1.1 y
PV.C12)

LINFOCTTOS (/mm’)
GRUPO / MOMENTO de RECIDIVANO RECIDIVA SE
CONTROL
m = 1684.19 m=7322524 d=154105  1=3.564
DIAGNOSTICO = 796.8 =21735
"n 3 "n:” gl 46 p=0.0009
m =12355.61 m=327506 d=919.45  1=2043
REMISION = 1401.86 =1645.23
° n=31 Unzl‘r gl:46 =047
d=671.42 t=2318 d=4982  =0075 COMPARACION
__gl:60 p=0024 | gi:32 p=05404 DE 1AS

Tabla P.V.C.1.1 — Comparacion de las medias de los recuentos de linfocitos obtenidos en ¢l momento
del diagnostico y de la remision, en funcién de la respuesta a largo plazo (recidiva si 0 no).
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; i
EOSTNOFILOS (min’) - ST
GRUPO / MOMENTO de RECIDIVANO RECIDIVA SI
' CONTROL | _ - :
1]
m =432.10 m—823.29 d=39119 . ¢=2029
DIAGNOSTICO o= 440.52 5 =899.56
: . 1246 = 0.0482
n=31 n=17 &l P
m = 805.64 m=65165 d=15399. 1=0772
REMISION _ _ _
o= 59638 5=768.13 46 0442
n=31 n=17 .
d=37354  1=23805 d-17164 (=056 | -  COMPARACION
_gli60  p=000e8 | g3z p-05784 - DEMEDIAS

Tabla P.V.C.1.2 — Comparacion de las medias de los recuentos de eosindfilos obtenidos en €l momento
del diagnostico y de 1a remision, en funcion de la respuesta a largo plazo (recidiva si 0 no).

P.VI - VALORACION PREDICTIVA DE
LA RESPUESTA TERAPEUTICA

Tras conocer las posibles asociaciones entre las variables consideradas (titulo de
anticuerpos, proteinograma, hemograma, etc.) y las cuestiones planteadas sobre el
porvenir de los casos clinicos tras la instauracion de tratamiento especifico (desarrollo de
efectos colaterales, consecucion de la remision, aparicion de recidivas), quisimos valorar
la probabilidad de presentacion de dichos sucesos en funcion de esas mismas variables
considerandolas, en este caso, comuntamente. Para ello, utilizando el programa
BMDPPR, realizamos los correspondientes analisis de regresion logistica capaces de
seleccionar y cuantificar el efecto de aquellas varniables que se muestran como factores de
riesgo en ¢l hecho de que se produzca o no el suceso planteado.

La probabilidad relativa u odds ratio (O.R.) para cada suceso (de que ocurra (Psi)
sobre que no ocurra (Pno)), en funcion de los valores de las variables independientes
seleccionadas, viene dada por la ecuacion;

de donde ( Psi=OoR /1+OR. ]
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P.VLA -, PROBABILIDAD DE REMISION SYREMISION NO

En cuanto a las variables que, en el momento del diagnostico (o de la
instauracion de la terapia) se vieron implicadas en la probabilidad de alcanzar o no la
remision, la aplicacion del andlisis multivaniante selecciond, de entre todas ellas y en
primer lugar, la fase de la enfermedad como el factor mas predictivo. Esta asociacion ya
se observo (mediante el analisis univariante) cuando realizamos la caracterizacion de la
remision (tabla P.III.1). Asimismo, el estado de las funciones hepatica y renal,
intimamente relacionadas con la fase de la enfermedad, se asociaron significativamente
con ¢l tipo de evolucion a corto y/o medio plazo.

Descartando estas tres variables (debido a su obvia relacion) asi como la
creatinina (2l no haber sido valorada en todos los casos), estudiamos el valor de la
probabilidad relativa de que se alcanzara o no la remision considerando el resto de los
parametros en el momento del diagnostico. En este caso, la unica variable cualitativa
incluida fue la sintomatologia. Cuando requerimos un nivel de significacion mayor del
95% el test selecciond la urea y la ALT.

Admitiendo una significacién a partir de un 90% fueron seleccionadas hasta
cuatro de estas variables como factores predictivos, en el orden siguiente: urea, ALT,
neutréfilos vy titulo de anticuerpos. Todas ellas aportaban informacion complementaria
sobre la probabilidad de alcanzar la remision frente a la de no alcanzarla, probabilidad
que puede ser cuantificada aplicando la formula anteriormente expuesta. Las tablas y
formulas que a continuacion se exponen muestran los resultados de este analisis:

VARIABLE COEF. - Se COEF. EXP. 1.C.95% »
S COER.EXP -
UREA {mg/di) L 0.05506 0.0175 0.946 0.913 - 0.981 0.000
ALT (UD) .0.02522 0.0109 0.975 09450997 0.023
CONSTANTE 5123 115 168 169 - 1670

[ O.R = Pruursi / Presrno=¢

5.123 - 0.05306 x uwrea — 0.02522 x ALT \

Formula 1
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AT R T T 0 coRmEsR |
UREA (me/dl) -0.08534 0.0299 0.918 0.265 - 0.975 0.000
ALT (UA) -0.03019 0.0132 0.970 osss—0996 | oo
NEUTROFILOS (/) - 0.0003 0.00020 0.999562 099922 10 | 009
i TITULO Ac (RECIPROCO) -0.00049 000028 | 0999s0R 0.998952 1.0 0.053
CONSTANTE 10.72 h 354 0.45E+05 37.8 — D.5E+0R - J

' s 10,72 6:08534 % urca - 0.03015 x ALT — 000038 x fientréfilos — 000049 x titulo Ac
[O.RF Preresi [ Prev no= ¢~ FEm TR S o ]

Formula 2

Los cuatro parametros seleccionados mostraron una asociacion inversa con la
probabilidad de que se alcanzara la remision. La influencia sobre el OR por unidad
(aumento o disminucion) de cada variable queda cuantificada por el valor del coeficiente
exponencial. Es decir, dicho(s) coeficiente(s) multiplica(n) o divide(n) el valor del O.R
cuando aumenta(n) o disminuye(n), respectivamente, la(s) variable(s) correspondiente(s).

P.VLB —. PROBABILIDAD DE RESPUESTA A CORTO PLAZO
FAVORABLE/MUY FAVORABLE

Los animales en fase de estado que llegaron a remitir (# = 33) presentaron, como
ya se ha descrito, una respuesta terapéutica a corto plazo favorable (n = 14) o muy
favorable (» = 19). Aunque estas dos modalidades de respuesta fueron previamente
caracterizadas, quisimos saber si alguna de las vanables que, en el momento del
diagnostico mostraron asociacion con estos tipos de respuesta a corto plazo, actuaban
como un factor predictivo que permitiera cuantificar la probabilidad relativa de
presentacion de uno u otro tipo de respuesta en este grupo de animales.

El modelo de regresidon logistica seleccions, exclusivamente, el recuento
eritrocitario como unica variable que aportaba informacion significativa (p = 0.009) para
predecir el tipo de respuesta a corto plazo en los perros que, hallandose en fase de estado
en el momento del diagnostico, llegaron a remitir. La probabilidad relativa (odds ratio)
queda valorada en la siguiente tabla y ecuacion:
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VARIABLE . _ COEF. _ S | CoEREXP. LC. 95% r
. . COER. EXP
S 3
GLOBULOS ROJOS (x1000/men’) - 0.0008492 0.000381 { 0.999 0.998 -1.0 0.009
¢
ONSTANTE 4401 213 L 315 1.05 - 0.63E+04

F)'R': Prar / Prarrar = 01 _0.000§5x globulos rojos (en miles) ]

Formula 3

P.VL.C —. PROBABILIDAD DE EFECTOS COLATERALES NO/
EFECTOS COLATERALES SI

De entre las posibles variables consideradas en el momento del diagnostico que

pudieran verse implicadas en la probabilidad de que se desarrollasen o no efectos colaterales
en el transcurso del tratamiento, el analisis multivariante selecciond en primer y unico lugar la
concentracion de o-globulinas (p=0.028), con el coeficiente exponencial (por unidad de
variacion) y el odds ratio siguientes:

 VARIABLE COEF. -Sc. | COEF.EXP. - 1C.95% P
. " COEF. EXP
a-GLOBULINAS (g/dl) 2653 125 0.0705 0.00577 - 0.861 0.028
CONSTANTE 3413 116 303 0.0058 - 0.361
’ 3.413 — 2653 x g-globidinas
l OR .= Pecorarno | Pecorarsi = € ol l
Farmula 4

La concentracion de o-globulinas, en el momento del diagnostico (o de instauracion

de la terapta) muestra una asociacién directa con la probabilidad de presentar efectos

colaterales (o inversa con la de no desarrollarlos). El coeficiente exponencial de esta

asociacion por cada 0.1 g/dl de ¢-globulinas fue calculado en 0.77. Es decir, la probabilidad
relativa (O.R.) de que no aparezcan efectos colaterales frente a que si aparezcan durante el

tratamiento aumentaria dividiéndolo por 0.77 veces por cada 0.1 g/dl que disminuyera la

fraccion ¢ de las globulinas.
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P.VL.D —. PROBABILIDAD DE UN CICLO/MAS DE UN CICLO
DE TRATAMIENTO HASTA LA REMISION

Para estudiar la probabilidad relativa con respecto a esta vaniable fue necesario
transformar el nimero de ciclos administrados hasta la remision en una variable cualitativa
con dos categorias: 1) un solo ciclo de tratamiento y 2) mas de un ciclo de tratamiento.
Nuestro proposito era averiguar si existia alguna variable, en el momento de! diagnostico, que
pudiera actuar como factor predictivo en la probabilidad relativa de que los perros que
remiten reciban un solo ciclo frente a que reciban mas de un ciclo de tratamiento.

El modelo de regresion logistica seleccioné en primer lugar el cociente Alb/Glo
(p<0.0001) en el momento de la instauracion de la terapia. Esta asociacion nos parecio iogica
puesto que dicha variable fue considerada (en la propia metodologia del ensayo terapéutico)
como criterio para decidir la cesacion de la terapia.

En el siguiente paso, el analisis estadistico selecciond la hemoglobina como segunda
variable que aportaba informacion complementaria a la anterior, si bien su valor predictivo
solo llego a ser casi significativo (p=0.08). El coeficiente exponencial (por unidad de
variacion) y el odds ratio, considerando Unicamente el cociente Alb/Glo o incluyendo ambos
parametros, se¢ muestran en las siguientes tablas y ecuaciones:

VARIABLE : COEF. Sc .. COEF. EXP. LC. 95% P
| cokr wxe
ALB/GLO
6.926 2.39 0.102E+04 | 8.36 - 124E+03 0.060
CONSTANTE 1974 0.811 0.139 222 0870

1974 + 6.
[ OR=Piace /P> crci;_ozelg-'r +6.926x Alb/Glo ]

Formula 5
VARIABLE COEF. Se. | COEF. EXP, LC. 95% P
: COEF. EXP
5 ALB/GLO _asm 262 145 0.737 - 28600 0,000
HEMOGLOBINA (g/dl) 02972 0.183 J 1.35 0932 -1.94 0.084
i CONSTANTE -4.967 213 0.696E-02 0.96E-04 - 0.506

-4.967 + 4977 x Alb/Glo +0.297
[O.R.=P1CICLO/P>ICICLO‘—‘8 X o +0.2972 x Hb ]

Formula 6
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Para la primera ecuacion, el coeficiente exponencial del O.R. fue de 1.99 por cada
variacion de 0.1 del cociente Alb/Glo. En la segunda ecuacion, los coeficientes exponenciales
fueron: 1.64 por cada variacion de 0.1 del cociente Alb/Glo y 1.35 por cada g/dl de
hemoglobina.

P.VLE —. PROBABILIDAD DE RECIDIVA SI/RECIDIVA NO

A la hora de calcular la probabilidad de aparicion de recidiva frente a que ésta no se
presentara, en aquellos animales que alcanzaron la remision, se consideraron los valores de los
distintos parametros tanto en el momento del diagnostico como en el de remision.

Cuando consideramos s6lo el momento del diagndstico, la Unica variable seleccionada
de forma estadisticamente significativa (»<0.01) en la prediccion de la presentacion de
recidiva fue el recuento linfocitario:

CVARIABLE - = | COEFR. Se COEF. EXP. % .t op
- (momento diagnéstico} . COEF. EX?
3,
LINFOCITOS (/o } 0.0008584 0.332E-03 1.00086 1.00019-1.00015 0.001
CONSTANTE

-2.503 0.783 l 0.313E-01 0.0169 — 0.396

_ r . -2.503 + 0.00086 x linfocitos (diagnosti
[O.R.= Precsi [ Precno=e x linfocitos (diagnostico) ]

Formula 7

Al considerar el momento de la remision, igualmente el niimero de linfocitos se revel®
como el parametro mas significativo. En este caso, el test distinguié en segundo lugar las -
globulinas (p<0.05) como parametro suministrador de informacion adicional para predecir la
recidiva, La probabilidad relativa de la presentacion del suceso estudiado (recidiva) se
muestra a continuacion:

VARIABLE | coer | s | comrmxe. | 1C.9% | »
(momento remisién) : o ‘CORF. EXP :
LINFOCTTOS {/som’) 00005887 0.255E-03 1.00059 1.0001 —1.0011 0.030
o-GLOBULINAS {g/dD) 3.019 1.61 20.5 0.300 — 524 0.043

CONSTANTE -4.642 [ 1.70 0.963E-02 0.315E-03 - 0.2%

[ OR=P P 4,642 + 0.00059 3 linfocitus (rmisibn) + 3.019 x -glo (remisién) l

Formula 8

222



Finalmente, considerando ambos momentos {diagnostico y remision) conjuntamente,
el analisis de regresion logistica selecciond dos vanables, el recuento de linfocitos en el
momento del diagnostico y el valor de la hemoglobina en el de remision, como factores
complementarios para calcular la probabilidad de recidiva:

VARIABLE 1 cosr | se COEF.EXP. | 1C9%% | p
_ (momento disgnastico + remision) C ) : .. | COEF.EXP

LINFOCITOS (fmm’)

0.001045 0.000394 1.00105 1.00026 -1.0013 0.001
OGLOBINA (g/dl) - 0.5004 0.264 0.606 0.355-1.04 0.039
CONST J 4.942 386 140 0.0586-334E+03 -

4.942 + 0.00104 x linfocitos (diagnbstico) — 0.5004 x Hb (remision)

N

[O.R.= Prscsi | Precno=€

Formula 9

Este estudio pone de manifiesto una asociacion muy clara entre la probabilidad de que
se produzca la recidiva y el valor del recuento linfocitario que presente el paciente, tanto en el
momento del diagnostico como en la remision. Sin embargo, al considerar los dos momentos
el medelo estadistico descarta el mimero de linfocitos en el momento de la remision, ya que
no aportaria informacion adicional (una vez conocido e incluido en el test el valor inicial de
este parametro) para predecir la probabilidad relativa de aparicion de la recidiva. Esto parece
evidente ya que quedd demostrado la existencia de una estrecha correlacion (p=0.0001) entre
los valores linfocitarios de estos dos momentos (tabla P.IIH.B.9).
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I - DESCRIPCION Y CARACTERIZACION
DE LAS MUESTRAS

L.A -. DESCRIPCION

Las muestras seleccionadas tanto para el estudio retrospectivo como para el
prospectivo estan compuestas por perros con leishmaniosis natural sometidos a terapia
especifica por lo que, en principio y siendo estrictos, los casos incluidos en nuestro trabajo
sOlo podrian ser representativos de la subpoblacion leishmamosica (dentro de la poblacion
leishmamosica general) susceptible de ser tratada.

Diversos criterios (sanitarios, clinicos, econdmicos, etc.) influyen en la decision de
iniciar 0 no un tratamiento (Gradoni ef al, 1988; Mancianti et al, 1988; Alvar ef al, 1995; Tesouro et
al, 1995¢) y, por tanto, en el hecho de que los animales afectados sean integrados o no dentro
de esta subpoblacion. Los criterios clinicos serian particularmente determinantes a la hora de
adoptar una u otra resolucion (Tesouro ef al, 1995¢). En este sentido, un hecho ampliamente
demostrado es la pobre respuesta terapéutica que presentan los animales con fallo hepatico v,
sobre todo, renal (v por extension en fases avanzadas de la enfermedad) (Slappendel, 1988;
Naskidachvilli, 1988). Por tanto, generalmente se descarta la posibilidad de tratamiento ante
estas situaciones (Catarsini, 1989; Cairé e Font, 1991; Ferrer, 1992; Franc, 1993; Tesouro e af,
1995c). Aun asi, en nuestras muestras se incluye una reducida proporcion de casos que
presentan tales alteraciones.

La enorme variabilidad y complejidad de este proceso, patente a nivel individual,
dificulta, a pesar de la elevada casuistica, la interpretacion de estudios epidemiologicos. Esta
dificultad es ain mas manifiesta cuando se pretende extrapolar los resultados de ensayos
clinicos o experimentales a la poblacion general.

Al revisar la bibliografia encontramos muy pocas publicaciones en las que se indique
0 sugiera la representatividad de las muestras en las que se valoran distintos protocolos de
tratamiento (Slappendel, 1988; Mancianti, 1988; Martinez e7 Lloret, 1992; Denerolle, 1996; Lamothe,
1997). Ademas, no siempre se describen completamente las caracteristicas de estas muestras y
cuando encontramos descripciones detalladas éstas suelen realizarse sobre grupos muy
reducidos o incluso en casos aislados (Varela, 1992; Liste & Gascon, 1995; Lester et Kenyon, 1996).
Asi, resulta sumamente dificil saber hasta qué punto las muestras objeto de estudio son
representativas de la poblacion general.

Por todo lo anteriormente expuesto y como punto de partida, consideramos
fundamental realizar una descripcion y caracterizacion detalladas de las muestras
seleccionadas para nuestros estudios con el fin de analizar ¢ interpretar correctamente los
resultados y poder hacer ciertas extrapolaciones a la poblacion general que representen. Para
ello compararemos nuestras muestras con las referidas a través de otras publicaciones.
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A pesar de los avances en los procedimientos diagnosticos, que permiten la deteccion
precoz de la enfermedad, los resultados de una encuesta realizada entre mas de 50 clinicas
veterinarias de la Comunidad de Madrid (Tesouro et af, 1995¢) indican que el mayor porcentaje
de los perros diagnosticados de leishmaniosis (68,9%) queda englobado en las fases de estado
(sintomatologia y/o alteraciones biopatologicas evidentes) de la enfermedad.

Al comparar la poblacion canina diagnosticada de leishmaniosis en dicha encuesta (y
dentro de ésta la subpoblacion tratada) con las muestras de nuestro estudio, sus
distribuciones, en funcion de la fase de la enfermedad y cuadro clinico no difieren de forma
significativa, por lo que nuestras muestras podrian ser consideradas como representativas de
la poblacion leishmani6sica general, al menos, de nuestra area geografica (Tesouro ef al, 1995).

Dentro de nuestro estudio, también comprobamos que las diferencias observadas
entre las distribuciones de las muestras de los distintos protocolos terapéuticos, atendiendo a
diversos criterios o variables (fase de la enfermedad, edad o sexo), pueden ser siempre
atribuidas al azar. Esta reiterada homogeneidad confirmaria la procedencia comin de nuestras
muestras.

En lo que se refiere a la distribucion de los casos en funcion de éstas y otras variables
cualitativas (sexo, raza, edad, fallo renal o hepatico), nuestros resultados estarian en
concordancia con lo descrito en la bibliografia. Segun la literatura no parece existir una
predisposicion en fincion de la raza del animal y, de hecho, la enfermedad se describe en
todo tipo de razas (Slappendel, 1988; Abranches et al, 1991a; Ferrer, 1992; Ozon et al, 1995;
Denerolle, 1996). Aun asi, Denerolle {(1996) encuentra un mayor porcentaje de boxers y de
animales de gran talla entre la poblacion enferma (Denerolle, 1996), mientras que Ozon y col.
(1995) indica una menor frecuencia de casos entre los caniches y los york-shire (Ozon et af,
1995). Abranches y col. (1991), a pesar de diagnosticar la enfermedad en una gran variedad de
razas, observan que la infeccion es significativamente mas frecuente en dobermann y pastor
aleman, con respecto a la poblacion canina global (Abranches ef al, 1991a). Martinez y Lloret
(1992) y Crende y col. (1992) también detectan un predominio de pastores alemanes entre la
poblacion enferma {(19/38 y 8/52, respectivamente) (Martinez et Lioret, 1992; Crende e al, 1992)
aunque particularmente Crende y col. (1992), de forma analoga a nuestras observaciones,
detectan un predominio mucho mayor de los mestizos (22/52) (Crende et al, 1992),

Ferrer (1992) explica estos distintos porcentajes en la presencia de la enfermedad en
las distintas razas por el mayor o menor grado de exposicion al vector, segin los habitos de
vida (Ferrer, 1992). Respaldando esta aseveracion Martinez y Lioret (1992), en un estudio, han
constatado la permanencia preponderante de todos los perros afectados en el exterior
(Martinez et Lloret, 1992).

La enorme variedad de razas incluidas en nuestro estudio prospectivo (figura
P.1.A 1.a) determin® que esta variable no fuese tenida en cuenta en el estudio estadistico
llevado a cabo dentro del mismo. En cualquier caso, no parece que la raza tenga ninguna
influencia en la respuesta al tratamiento (Denerolle, 1996).
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Como se recoge en el capitulo de resultados, nuestras muestras se componen de
individuos de ambos sexos (figura P.1.A.1.b), con un predominio de los machos sobre las
hembras en el estudio retrospectivo {64 versus 40) (figura R1a), coincidiendo con las
observaciones de Slappendel (1988) (59 versus 36), Martinez y Lloret (1992) (23 versus15) y
Denerolle (1996) (84 versus 41) (Slappendel, 1988; Martinez & Lloret, 1992; Denerolle, 1996).
Aunque también Abranches y col. (1991) observan un predominio de los machos sobre las
hembras entre los perros afectados de leishmaniosis {113 versus 53) (Abranches et al, 1991a) no
encuentran, al igual que Ozon y col. (1995), diferencias significativas cuando comparan tasas
de prevalencia entre los dos sexos (Ozon et 41, 1995).

Por el contrario, Tesourc (1984) sefala una asociacion entre el sexo y el
padecimiento de la enfermedad, valorando la tasa de incidencia en 1.22 veces mayor en los
machos que en las hembras (Teseuro, 1984a). En medicina humana también ha sido descrito,
por algunos autores, este predominio tanto en la distribucion como en las tasas de morbilidad
(Cambronero et al, 1983; Brabin et Brabin, 1992; Federico e al, 1997), quedando asi sugerida una
mayor suceptibilidad a la enfermedad por parte de los machos que de las hembras.

Al igual que en otros trabajos (Slappendel, 1988; Denerolle, 1996), nuestros estudios
recogen la presencia de amimales de todos los grupos de edades (jovenes, adultos y viejos,
pero la poblacion adulta ( entre 2 v 8 afios) es, con mucho, la mas abundante (figuras Riby
P.L.A.1.c). Martinez y Lloret (1992) observan que toda su poblacion de estudio se compone
de perros entre 2 y 10 afios (con una media de 5 afios) (Martinez ef Lloret, 1992). También
Abranches y col. (1991a) detectan, entre la poblacion enferma, un claro predominio de perros
adultos (entre 3 y 9 ailos) (91/146), predominio que se mantiene cuando se considera su tasa
de prevalencia (Abranches et al, 1991a). LOgicamente, el tiempo de exposicion a los vectores
actuaria como un factor de niesgo de infeccion, que Ozon y col. (1995) calculan en 3.42 veces
mayor para los animales de 2 afios 0 mas que para los menores de esa edad (Ozon et al, 1995).

La proporcion de casos tratados en fases avanzadas de la enfermedad, debido
fundamentalmente a la presencia de un fallo renal o hepatico (figuras PT1A1fy P1LA 1),
con elevacion de la ALT, la urea y/o la creatinina (figuras P1A2.p, PLA2qy P1LA2Y),
como ya ha sido mencionado, fue relativamente baja. De hecho, este tipo de alteraciones
graves suelen describirse como poco frecuentes en la bibliografia (Cabassu, 1988b; Catarsini,
1989; Martinez ef Lloret, 1992; Ferrer, 1992; Gascon, 1994; Tesouro ef af, 1995; Denerolie, 1996),
probablemente debido a que los casos suelen ser detectados en fases menos evolucionadas de
la enfermedad, en las que este tipo de lesiones graves todavia no esta presente (Tesouro ef al,
1992a).

Los sintomas observados en nuestro estudio prospectivo coinciden con los
reconocidos en esta enfermedad. Aunque ia frecuencia de presentacion de estos sintomas
varian de unos autores a otros, los mas habituales son la linfadenopatia, las lesiones cutaneas
(especialmente alopecia, descamacion y ulceracion} (Lanotte ef af, 1979; Rodriguez et al, 1984;
Slappendel, 1988; Abranches, 1991a; Martinez et Lloret, 1992; Fervrer, 1992; Varela, 1992; Denerolle,
1996), asi como la pérdida de peso (Rodriguez ef al, 1984; Slappendel, 1988; Martinez ef Lloret,
1992; Ferrer, 1992; Varela, 1992) coincidiendo con nuestros datos.
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Al igual que Ferrer (1992) (Ferrer, 1992) detectamos cojeras con una cierta frecuencia,
en un 19.7% de los casos, aunque no tan elevada como la sefialada por Slappendel (1988)
(37.5%) (Slappendel, 1988). En lo que se refiere a la presencia de ufias anormales, la
bibliografia arroja porcentajes que van desde el 6% de los casos (Qzon ef af, 199%5) hasta el
60.7% (Abranches et al, 1991a). Nuestras observaciones (13.1%) estarian mas en concordancia
con las de Slappendel (1988), que detecta este tipo de alteracion en un 20% de los casos
(Slappendel, 1988). Ninguno de nuestros casos presentd epistaxis en el momento del
diagnostico, a pesar de que ésta ha sido descrita en un 10-15% de los casos por otros autores
(Slappendel, 1988; Denerolle, 1996).

De entre los parametros biopatologicos incluidos en nuestro estudio prospectivo, la
presencia de titulos de anticuerpos positivos (figura P1.A 2b), mis o menos elevados, asi
como el tipo de alteraciones en los valores iniciales de las distintas fracciones del
proteinograma (figuras PI1A2.c.d fgh), coinciden con las observaciones de la mayor parte
de los autores consultados (Vitu et al, 1973; Gianffret e al, 1976; Guercio e Iannizzotto, 1978;
Tesouro, 1984a; Rodriguez ef al, 1984; Groulade, 1988; Slappendel, 1988; Cabassu, 1988h; Cairé et
Font, 1991; Varela, 1992; Binhazim ef o/, 1993; Denerolle, 1996). Como el grado de perturbacion de
estos parametros dependeria del momento evolutivo en que se hallara el animal en el
momento del diagndstico (Vitu ef al, 1973; Giauffret e al, 1976; Groulade, 1988; Tesouro et al,
1992a; Binhazim et al, 1993; Denerolle, 1996) y tan s6lo en torno a un 20% de nuestros casos se
diagnosticaron en fases iniciales de la enfermedad, era previsible que una proporcion
importante de ellos mostrara una disproteinemia plasmatica marcada, caracterizada por un
aumento de las y-globulinas y, en menor grado, de las g-globulinas acompafiado de una
hipoalbuminemia. Las ¢-globulinas se encuentran, en casi todos nuestros pacientes, dentro
del rango fisiologico (figura P.I.A.2.€). Como nosotros, Slappendel (1988) y Varela (1992)
observan que las g-globulinas contribuyen poco a la hiperglobulinemia (Stappendel, 1988;
Varela, 1992).

Las variables del eritro y del leucograma, en el momento del diagnostico de
nuestros casos, mostraron predominantemente valores dentro del rango fisiologico (figura
P.1.A2i-0). Aunque, en general, se describe la presencia casi constante de una anemia
moderada y no regenerativa (Rodriguez ef al, 1984; Keenan et al, 1984; Ferrer, 1992; Binhazim ef 4/,
1993; Gaseén, 1994), algunos detectan anemia, al igual que nosotros, en una proporcidn
relativamente baja (20-30%) (Giauffret er at, 1976; Cabassu, 1988b; Crende ¢t at, 1992; Denerolle,
1996).

Nuestros hallazgos, en concordancia con ciertos autores (Cabassu, 1988b; Varela, 1992),
reflejan la ausencia de modificaciones en el leucograma, en la mayor parte de los casos. No
obstante y aunque en un numero reducido de animales, observamos alteraciones tanto por
exceso como por defecto en los distintos tipos celulares de la formula leucocttaria,
alteraciones igualmente sefialadas en la bibliografia. Asi, distintos autores consideran la
presencia de una ligera leucopenia (Giauffret et al, 1976; Groulade, 1977; Rodriguez ef al, 1984;
Keenan e al, 1984; Slappende], 1988; Ferrer, 1992; Franc, 1993; Bourdoisean, 1993; Binhazim ef al,
1993) y la inversion de la formula, debido a un aumento de los linfocitos y una disminucion de
los neutrofilos (Gianffret e al, 1976; Rodriguez ef al, 1984; Binhazim et al, 1993), como las
perturbaciones mas frecuentes en el leucograma. En cambio, en otros trabajos se observa
linfopenia (Martinz ef Lloret, 1992).
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La presencia de leucocitosis (Giauffret et al, 1976; Ferrer, 1992), asociada a neutrofilia,
se ha relacionado con la existencia de lesiones cutaneas (Giauffret ¢ al, 1976), renales (Groulade,
1977) o digestivas (Cabassu, 1988b) secundarias a sobreinfeccion. Asimismo se ha descrito la
presencia de monocitosis (Cabassu, 1988h; Martinz ef Lloret, 1992; Franc, 1993; Bourdoiseau, 1993)
y, de forma inconstante, de eosinofilia (Sanchis et al, 1976; Rodriguez ef al, 1984; Cabassu, 1988b ;
Martinz e Lioret, 1992). Sin embargo, en nuestro estudio el descenso por debajo de los limites
fisiologicos en estos dos tipos de leucocitos fue mas frecuente que su aumento.

LB —-. CARACTERIZACION

De las asociaciones encontradas, en el momento del diagnostico, entre las distintas
variables (cualitativas y cuantitativas) consideradas en el estudio prospectivo, destaca la
estrecha correlacion entre el titulo de anticuerpos y las fracciones del proteinograma que
suelen verse mas alteradas en esta enfermedad (proteinas totales, albumina, y-globulinas y
cociente Alb/Glo) (tabla P.1.B.2.1). Por otra parte, el cuadro clinico muestra una asociacion
significativa con dichas fracciones del proteinograma, siendo sus alteraciones mas marcadas
para el cuadro mixto y menos para el cuadro asintomético, con respecto a las medias de la
muestra global. Ademas, se encuentra una asociacion significativa entre el cuadro
asintomatico y la tasa de anticuerpos (tabla P.1.B.1.4).

Todos estos resultados ponen de manifiesto, coincidiendo con Carrera y col. (1996)
(Carrera ef al, 1996) y con Roze (1990) (Roze, 1990) y en contra de las observaciones de otros
autores (Vitu ¢t al, 1973; Sanchis e al, 1976; Ferrer, 1995), una correlacion clara entre el titulo de
anticuerpos y las proteinas plasmiticas, en particular, la albimina y las y-globulinas. A
pesar de que Giauffret (1976) aprecia una tasa de anticuerpos més elevada en las formas
viscerales graves de la enfermedad que en las formas cutaneas de evolucion lenta (Giauffret e
al, 1976), en nuestro estudio sblo hemos encontrado una relacion significativa entre la
presencia o no de sintomatologia y la tasa de anticuerpos. A al igual que nosotros, otros
muchos autores no han podido establecer una asociacion entre el titulo de anticuerpos y la
intensidad o gravedad de las lesiones (Dunan, 1978; Lanotte ef al, 1979; Mancianti ¢ al, 1988;
Abranches ¢t al, 1991a; Vercamen ¢t De Deken, 1996; Denerolle, 1996).

Sin embargo, la existencia de una asociacion entre la intensidad de la
sintomatologia y el grado de alteracion del proteinograma, en concordancia con las
observaciones de Giauffret y col. (1976) (Giauffret et al, 1976) y Catarsimi (1989) (Catarsini,
1989), fue evidente.

Por otra parte, también nos parece relevante destacar el hecho de haber encontrado
asociaciones significativas entre los parametros de la serie roja y la fase de la enfermedad
(aunque siempre dentro de los rangos fisioldgicos, los valores medios fueron mas elevados en
las fases iniciales y mas bajos en las fases de estado) (tabla P.1.B.1.3). De igual forma, el
eritrograma se correlacion6 significativamente con las distintas fracciones del proteinograma
(proteinas totales, albumina, y-globulinas y cociente Alb/Glo) asi como con el titulo de
anticuerpos (tabla P.1B.2.1). Esta correlacion entre eritrograma y proteinograma ha sido
previamente sefialada por Gascon (1994) (Gascon, 1994).
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En el estudio prospectivo, los valores iniciales del eritrograma fueron mas bajos
cuanto mas elevados fueron los titulos de anticuerpos y mas evidentes las perturbaciones del
proteinograma, lo que se corresponderia con la mayor afeccion de la serie roja a medida que
avanza la enfermedad (Giauffret ef al, 1976; Groulade, 1977; Kennan ef al, 1984; Rodriguez ef af,
1984; Franc, 1993). Recientemente, Acefia v col. (1997) han relacionado la intensidad de la
anemia con el grado de carga parasitaria de la médula 6sea (Acefia et al, 1997).

La correlacion estadisticamente significativa encontrada entre la serie blanca (a
excepcion de los linfocitos) y las B-globulinas, por lo que sabemos, no ha sido descrita
previamente y, de hecho, nosotros no hemos podido encontrar una explicacion a este
hallazgo.

La presencia de un aumento en las oz-globulinas se ha asociado con la existencia de
afeccion renal (Giauffret ef al, 1976; Groulade, 1977; Rodriguez et al, 1984), lo que explicaria la
correlacion entre la urea y las a-globulinas observada en nuestro estudio prospectivo.
Astmismo, la existencia de valores de -globulinas inferiores a los valores medios, en las fases
iniciales de la enfermedad, se corresponderia con las aportaciones de algunos autores que
asocian la presencia de un pico en esta fraccion con la presencia de focos de necrosis y
lesiones organicas secundarias (Groulade, 1988) que estan practicamente ausentes en estas fases
de la enfermedad.

I1 - DESCRIPCION DE LOS TRATAMIENTOS

De todos es bien conocida, y asi lo refleja la bibliografia, la gran diversidad de
farmacos y pautas terapéuticas empleados en el tratamiento de la leishmaniosis (Euzeby, 1982;
Tassi, 1989; Ferrer, 1997b). Incluso, algunos profesionales utilizan mas de un protocolo de
tratamiento en la lucha frente a esta enfermedad (Crende ¢t al, 1992; Roze of Pages, 1994; Tesouro
et al, 1995¢; Denerolle, 1996). Las razones de una actitud terapéutica tan dispar podria
deberse a multiples factores tales como la gran variabilidad en la repuesta al tratamiento
por parte de cada anmimal, la distinta disponibilidad de los propietarios, la constante
preocupacion por el posible riesgo de transmision asi como a los diferentes criterios y
experiencia del profesional encargado del caso.

Aunque, en la actualidad, los tratamientos frente a la leishmaniosis canina aplicados
en la Facultad de Veterinaria de Madrid tienden a ser uniformes, supeditindose esta
uniformidad casi exclusivamente al estado general del animal, no siempre se ha seguido esta
practica. Por consiguiente, no es extrafio que enconirisemos el empleo de distintos
protocolos terapéuticos al revisar las historias clinicas para nuestro estudio retrospectivo, a
pesar de que el farmaco especifico mayoritariamente empleado fuera el Glucantime®.

Esta pluralidad de protocclos de tratamiento (en cuanto a dosis, periodos de
administracién, etc.), incluso en un mismo caso clinico, resultd mas manifiesta cuando
revisamos las historias clinicas mas antiguas y fue un factor limitante a la hora de
seleccionarlas para nuestro estudio. Con el paso del tiempo y la obtencion de resultados los
protocolos fueron haciéndose mas homogéneos, aunque a menudo se han visto sujetos a la
evolucion y circunstancias de cada caso particular.
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El nimero total de fichas revisadas, con un diagnostico de leishmaniosis, fue superior
a 400 y de ellas mas del 60% reflejaban 1a instauracion de una terapia especifica. Sin embargo,
solo 104 casos fueron incluidos en este estudio, ya que exigiamos que las historias recogieran,
ademas de la administracion de un tratamiento metodico, el seguimiento detallado del caso.

Los 104 casos clinicos que, finalmente, fueron incluidos en nuestro estudio
retrospectivo tenian en comun la utilizacion de Glucantime® (a distintas dosis) como farmaco
especifico administrado por via IM en ciclos de 20 inyecciones {con distintas pautas: dos
tandas de 10 dias separadas por 7-10 dias de descanso, dias alternos, dias consecutivos, etc).
La distinta posologia adminmistrada por inyeccion hizo necesaria la clasificacion de los casos en
dos categorias en funcion de la dosis recibida por inyeccion, que denominamos dosis altas
(G1) y dosis bajas (G2). Ademas, dentro de cada uno de estos dos grupos encontramos
algunos casos en los que ¢l antimonial se asociaba al empleo de Zyloric® por via oral. Esta
asociacion fue igualmente considerada como un criterio de clasificacion.

Los casos incluidos quedaron distribuidos en cuatro grupos atendiendo al protocolo
terapéutico recibido (G1, G1+Z, G2 y G2+Z), como se describe en materiales y métodos.
Independientemente de la pauta terapéutica seguida, los ciclos de tratamiento fueron
repetidos hasta alcanzar la remision clinica y biopatologica (valorada, principalmente, a través
del proteinograma y del titulo de anticuerpos). Esta practica, observada como un
procedimiento habitual por parte del equipo de profesores que atendian los casos, ha
facilitado enormente la valoracion de la respuesta terapéutica, ya que contabamos con una
homegeneidad de criterios tanto para cesar el tratamiento como para reiniciarlo en caso de
recidiva,

En la historia de algunos casos revisados y antes de haberse establecido el diagnostico
de leishmaniosis por métodos especificos se describe el empleo de tratamientos
sintomaticos como antiinflamatorios (esteroideos y no esteroideos) en cojeras, soluciones
topicas en lesiones cutaneas, hemostaticos en epistaxis, antibioterapia, etc. que, salvo ciertas y
ligeras mejorias, en ningan caso proporcionaron resultados satisfactorios. Algunos de estos
tratamientos sintomaticos fueron igualmente instaurados (o mantenidos) una vez establecido
el diagnostico de leishmaniosis.

Considerando los escasos efectos beneficiosos (Mendoza et al, 1983; Ferrer, 1992; Font et
a, 1993h) de este tipo de medicacion, pensamos que la mayor parte de las veces no seria
necesaria m estaria justificada la terapia sintomatica tan frecuentemente empleada en la
practica clinica (Euzeby, 1982; Martinez et Lloret, 1992; Tesouro ef af, 1995¢). La excepcion a esta
norma estaria constituida por los casos graves con complicaciones organicas importantes,
fundamentalmente, insuficiencia hepatica y, sobre todo, insuficiencia renal. Particularmente en
estos supuestos, previa a la instauracion de la terapia especifica y con el fin de estabilizar al
paciente, estaria indicado el empleo del correspondiente tratamiento sintomatico (higiénico-
dietético y medicamentoso) (Varela, 1992; Franc, 1993; Roze ef Pages, 1994). Asimismo, la uveitis
necesitaria ser tratada independientemente del tratamiento especifico (Roze, 1992; Varela, 1992),
ya que, a menudo, la uveitis no responde al tratamiento antimonial (con o sin alopurinol).
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La via subcutanea, para la administracion de Glucantime®, ha sido recientemente
considerada como una clara alternativa (Roze ef Pages, 1994; Tassi, 1994; Valladares ef af, 1996;
Denervlle, 1996; Ferrer, 1997b) a las vias que habitualmente han venido usindose para la
aplicacion de la estiboterapia (IM e IV) (Ferrer, 1992; Tesouro et al, 1995¢). Pocas eran las
referencias a su empleo cuando nos planteamos valorar su eficacia (Stappendel, 1988; Bergeaud,
1988; Crende ef al, 1992; Tesoure et al, 1995¢) e, incluso, €l propic laboratorio fabricante no
contemplaba, entonces, el empleo de esta via (Vademecum de Veterinaria Garsi 92, 1992). Las
ventajas de la administracion SC serian, ademas de las derivadas de la farmacocinética del
antimonial (Tassi ef al, 1994; Valladares et al, 1996), la posibilidad de que el tratamiento sea
aplicado por el propietario y la reduccion del riesgo de enquistamiento o tumefaccion local
(Slappendel, 1988; Crende & al, 1992) y de los efectos traumaticos consecutivos a los
prolongados tratamientos a base de repetidas inyecciones intramusculares de volimenes
considerables, en particular, en aquellos animales en los que su masa muscular se encuentra
notablemente disminuida.

Para valorar la eficacia terapéutica de la via SC, adoptamos la pauta terapéutica y
los criterios de control del tratamiento que, en los Gltimos afios y de forma rutinaria, se
venian siguiendo en las consultas de nuestra Facultad. Por ello, en nuestro estudio
prospectivo, utilizamos el protocolo a base de dosis altas de Glucantime® (150 mg/kg/dia,
via SC) asociadas a Zyloric®, descrito en el capitulo de materiales y métodos. Este protocolo
encajaria dentro de los que estan utilizando otros clinicos (Tesouro e al, 1995¢c) y que,
actualmente, recomienda el fabricante de Glucantime® (Guia de Producios zoosanitarios
Veterindustria, 1994).

Aunque el laboratorio productor de Zyloric® no contempla (segun las indicaciones
del prospecto) su aplicacion para el tratamiento de la leishmaniosis (Vademecurn Internacional,
1997), distintos estudios in vitro e in vivo (Berens et al, 1980; Peters et al, 1980; Looker e al, 1986)
han puesto en evidencia su eficacia frente a esta enfermedad y, en la actualidad, son cada vez
mas los autores que lo incluyen en sus protocolos aunque, generalmente, lo administran
durante periodos de tiempo mas largos (Tesouro e af, 1995¢; Vercamen ef De Deken, 1996;
Dencrolle, 1996; Ferrer, 1997b) que nosotros.

Con el fin de alcanzar nuestros objetivos utilizamos pautas y parametros de
valoracion sencillos cuyo empleo, si no es practica generalizada en cualquier clinica
veterinaria, podria ser aplicado de forma inmediata sin grandes inconvententes. De hecho,
algunos de estos parametros (sintomatologia, titulo de anticuerpos y/o proteinograma) son
habitualmente empleados en el seguimiento y control de la enfermedad (Giaffret et al,
1976;Dunan, 1978; Euzeby, 1988; Groulade, 1988; Caird e Font, 1991; Tesouro ef al, 1992b; Roze <
Pages, 1994; Tesouro ¢t al, 1995¢; Denerolle, 1996; Ferrer, 1997b).

III - RESPUESTA A CORTO PLAZO

Una vez caracterizadas nuestras muestras el primer interrogante que nos planteamos
fue valorar la respuesta a la terapia observada durante e inmediatamente después de recibir un
ciclo de tratamiento, es decir, dentro de los dos meses siguientes a la instauracion de la
terapia, que denominamos respuesta a corto plazo.
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La valoracion de dicha respuesta podria ser de una gran utilidad practica, ya que nos
orientaria acerca de la evoluciéon del paciente y nos permitiria establecer unas primeras
estimaciones sobre su porvenir y contestar lo antes posible a las cuestiones que, a menudo,
nos plantean los propietarios de los perros diagnosticados de leishmaniosis (efectividad del
tratamiento, coste econémico, complicaciones y efectos secundarios esperados, €tc.).

Ademas, segiin nuestra experiencia existe una gran vanabilidad en la efectividad de la
terapia dentro de las primeras semanas de instaurada ésta. Posteriormente, con la
prolongacion del tratamiento o la repeticion de nuevos ciclos, los resultados suelen ser mas
homogéneos. Esta variabilidad en la respuesta ha sido igualmente sefialada en medicina
humana. Thakur (1988) observa pacientes humanos (kala-azar) que imcialmente no
responden pero que lfegan a curar tras la prolongacion del tratamiento (Thakur ef af, 1988).
Ante estas evidencias (distintas respuestas a corto plazo pero evoluciones similares a mas
largo plazo) nos planteamos analizar, caracterizar y comparar la respuesta terapéutica a lo
largo de todo el tiempo de seguimiento.

IIT.A —. EFECTOS COLATERALES AL TRATAMIENTO

Antes de entrar a discutir la respuesta a corto plazo (comparando los distintos
protocolos terap€uticos) consideramos interesante hacer algunos comentarios a propésito de
los efectos colaterales observados en el estudio prospectivo (ya que esta informacion no pudo
ser obtenida en el retrospectivo). La bibliografia cita un mimero importante de efectos
secundarios al empleo de antimoniales (Vitoria, 1984; Rodriguez et al, 1984; Euzeby, 1988; Mattot
et al, 1992; Roze et Pages, 1994; Denerolle, 1996), mientras que el alopurinol daria lugar a pocos y
ligeros efectos indeseables (Nelson et af, 1979; Croft, 1988; Denerolle, 1996; Ferrer, 1997h).

Con nuestro protocolo, hemos detectado el desarrollo de media docena de tales
efectos (figura P I1. A a). Probablemente, ¢l mas frecuente fue la aparicion de apatia pocos
dias después de imciada la terapia, aunque tan solo en cuatro casos llegd a producirse un
empeoramiento del estado general con decaimiento intenso. Esta reaccion, observada
también por otros autores (Franc, 1993; Denerolle, 1996), ha sido atribuida a la liberacion masiva
de antigenos parasitarios (Bourdoiseaun, 1993) y, aunque Denerolle (1996) cesa el tratamiento
durante 5 dias cuando se produce esta eventualidad (Demerolle, 1996), no parece que tal
interrupcion sea generalmente necesaria (Bourdoiseau, 1993) y, de hecho, nuestros 4 casos
superaron este empeoramiento sin que el protocolo terapéutico prescrito inicialmente fuera
alterado.

La aparicion de noéduloes de distinto tamafio (de unos mm a varios cm) durante €l
primer ciclo de tratamiento fue evidente en cuatro de los 61 casos del estudio prospectivo.
Slappendel (1988) también ha descrito la aparicion de pequefios nodulos palpebrales
asociados a queratitis e iridociclitis asi como el desarrollo de uveitis tras la instauracion del
tratamiento, que surgirian como consecuencia de la inversion de un estado anérgico a un
estado alérgico (Slappendel e Greene, 1990) y podrian ser comparables a la leishmaniosis
dérmica post-kala-azar (Slappendel, 1988) descrita en el hombre (Sierra, 1981; El Hassan et al,
1992; Zijilistra et al, 1993; Ramesh, 1996; Gasim et al, 1997).
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A pesar de que algunos de los nodulos observados en nuestro estudio son de un
tamafio constderable y de localizacion diversa, podrian haber aparecido como consecuencia
del mismo mecanismo. Gassim y col. (1997) han sugerido que el mecanismo por el cual se
producirian las lesiones cutaneas en pacientes tratados de kala-azar, aparentemente con éxito,
implicarian a las células Thl que dirigirian un ataque inmunologico sobre los parasitos que
hubieran sobrevivido en la piel (Gassim e al, 1997).

No hemos podido encontrar protozoos en las muestras procedentes de estos nodulos.
Esto podria ser debido a la existencia de una baja carga parasitaria (El Hassan ef al, 1992; Gasim
et al, 1997). Quizas el empleo de técnicas inmunohistoquimicas (Ferrer ez af, 1988a) nos hubiera
permitido detectar la presencia de amastigotes en las preparaciones. En nuestros casos los
nodulos desaparecieron antes de finalizar el ciclo de tratamiento, mientras que ¢n €l hombre
este tipo de lesiones pueden remitir espontaneamente al cabo de unos meses (Gasim et al, 1997)
o persistir durante muchos afios (Ismail et al, 1997).

Seglin Roze y Pages (1994) la intolerancia em el punto de inyeccién seria el
principal efecto secundario del Glucantime® cuando se aplica por via SC (Roze et Pages, 1994)
y, de hecho, Denerolle (1996) encuentra induracion y reaccion edematosa local en el punto de
inoculacion en 18 de 61 casos (Denerolle, 1996). Posiblemente para reducir este riesgo el
laboratorio fabricante recomienda que, de emplearse esta via, se diluya previamente el
medicamento en suero isotonico al 50% (Guia de Productos zoosanitarios Veterindustria, 1994).
Nosotros, sin embargo, administrandolo a la concentracion orginal detectamos
enquistamiento local y pasajero tan solo en dos de los 61 casos tratados subcutaneamente.

En cuanto al efecto nefrotoxico clasicamente atribuido a los antimoniales (Rodriguez et
al, 1984; Euzeby, 1988), hay que precisar que en nuestro estudio solo se considero la posibilidad
de este efecto se produjera en los animales que iniciaron €l tratamiento con valores
fisiologicos de urea y cretinina (figura P.I A 2 p).

De éstos, sOlo un caso desarrolld un fallo renal a los pocos dias de instaurada la
terapia, lo que pone de manifiesto la baja probabilidad de que el empleo de Glucantime® a
las dosis administradas en nuestro estudio prospectivo provoque una insuficiencia renal.
Incluso el agravamiento de la afeccion renal en los animales que parten con un fallo renal
previo podria acelerarse, tras la instauracion del tratamiento, debido a mecanismos
inmunomediados mas que por la accion directa del farmaco especifico.

Aunque se observa una ligera elevacion post-tratamiento de los niveles medios de
ALT (tabla P.IIL B.9), ninguno de los casos desarrollé insuficiencia hepatica atribuibie a la
terapia. Sin embargo, los animales que presentaban afeccion hepatica en el momento del
diagnostico, tardaron mas tiempo en responder o no respondieron favorablemente al
tratamiento.

Al realizar la caracterizacion de los efectos colaterales con respecto al resto de las
variables consideradas en el momento del diagnostico sélo hallamos asociacion significativa
con las q-globulinas (aunque los valores medios de esta fraccion del proteinograma se
mantuvieron dentro del rango fisiologico) (tabla P.ILA.1).
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Los aumentos de las g-globulinas (debidos a un aumento de la fraccion o-2-
globulinas) son considerados marcadores de procesos inflamatorios (Coles, 1986; Kaneko, 1989).
Asimismo, en la leishmaniosis, algunos autores han asociado las elevaciones de dicha
fraccion, no sélo con la existencia de una afeccion renal (Giauffret et «f, 1976; Groulade, 1977;
Rodriguez <t al, 1984), sino también con la presencia de focos de necrosis o inflamacion
(Groulade, 1988), asi como con periodos de diseminacion de la enfermedad (Groulade, 1983;
Rodriguez et al, 1984).

Esto sugiere que en estos ammales la carga parasitaria podria ser mayor y seria
posible que la instauracion del tratamiento provocase una destruccion masiva del parasito que
desencadenaria la presentacion de fendmenos inmunomediados y se acompafiaria de la
formacion de grandes cantidades de inmunocomplejos, los cuales podrian ser responsables de
la presentacion de distintos tipos de efectos secundarios, tales como el decaimiento,
formacién de nodulos, etc. En medicina humana, incluso, se ha descrito un caso en el que
paciente desarrollo un fracaso multiorganico igualmente atribuido a una respuesta inmunitaria
exacerbada (Mesejo e af, 1993).

I11. B —. COMPARACION DE LA RESPUESTA
A CORTO PLAZO

En primer lugar quisimos averiguar si, independientemente de cualquier otra
circunstancia, la respuesta terapéutica obtenida a corto plazo variaba segin el protocolo
empleado.

Dentro del estudio retrospectivo comprobamos como tales respuestas son
significativamente diferentes (p<0.05) segin el protocolo terapéutico empleado (tabla
RILA.1}). En principio, tales diferenctas no pueden atribuirse a la administracién o no de
alopurinol (tablas R1I.A.2 y R IL.A 3) y si a las distintas dosis de Glucantime® utilizadas en
el tratamiento, obteniendose mas de un 62% (44/70 casos) de respuestas muy favorables
cuando se emplearon dosis de antimoniato de meglumine entre 100-150 mg/ke/dia
(G1/G1+A) frente al 29.4% (10/34 casos) de respuestas muy favorables observado con dosis
de 50-100 mg/kg/dia (G2/G2+A) (p<0.01) {tabla R.IL.A 4).

En esta linea Crende y col (1992) tienen mejores respuestas terapéuticas
administrando Glucantime® (SC) a dosis de 150-200 mg/kg/48h que con dosis de 40-60
mg/kg/48h (ambos protocolos aplicados en series de 15 inyecciones) (Crende et al, 1992).
Asimismo, distintos estudios realizados en pacientes humanos afectados de kala-azar
(L.donovami) han puesto de manifiesto una diferente reduccion inicial en la carga parasitaria
de los organos linfoides segin la dosis diaria de antimonial administrada (Chulay et af, 1983;
Zijilistra ef al, 1993),

El empleo de Glucantime® por via subcuténea proporciona resultados similares a los
obtenidos por la via intramuscular cuando se emplean dosis similares del antimomial (32/61 de
respuesta muy favorables empleando la via SC y 44/70 con la aplicacion IM) (tabla PI1LB.1),
lo que confirma que la eficacia terapéutica a corto plazo es independiente de que la
estiboterapia se administre por una u otra via, como asi lo han sugerido distintos autores
(Valladares et al, 1996; Ferrer, 19972).
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Seguin nuestros resultados el tipo de respuesta a corto plazo es independiente de la
edad y del sexo del paciente coincidiendo con las observaciones de Denerolle (1996)
(Denerolle, 1996), tanto dentro de cada protocolo terapéutico como cuando se consideran
conjuntamente (tablas P.ILD.1-2, RIL.C.1-5 y RIL.D.1-5). Esta comprobacion, no obstante,
nos parecia interesante ya que, como previamente se ha comentado, algunos autores indican
la existencia de distintas tasas de morbilidad con respecto a estas dos variables, con un
predominio de los machos sobre las hembras (Tesouro, 1984a) y de la poblacion adulta
(Abranches ef af, 19912), lo que podria suponer una distinta sensibilidad al proceso y, por
extension, a la terapia. Asimismo, Brabin y Brabin (1992) en un amplio trabajo de revision
sobre enfermedades parasitarias en las mujeres, recopila observaciones de otros autores que,
en su conjunto, podrian sugerir una mejor respuesta de éstas a la terapia frente al kala-azar
que los hombres (Brabin e Brabin, 1992).

En lo que se refiere a la edad, hasta hace unos afios la poblacion mas afectada era la
infantil (Viteria, 1984)(Ministerio de Sanidad y Consumo, 1986), mientras que en la actualidad, la
incidencia es mayor en individuos adultosVIH positivos (Mary e Le Fichoux, 1988; OMS, 1990;
Gradoni ef al, 1995; Alvar e al, 1997(OTRAS REFERANCIAS). Asi, las investigaciones mas
recientes parecen demostrar que la susceptibilidad a padecer la enfermedad se asociaria
principalmente con el estado inmunitario que presente el individuo (Killick-Kendrick e al, 1994;
Pinelli ez af, 1994; Pal & al, 1995),

Muchas publicaciones han puesto de manifiesto las diferencias en la respuesta a la
terapia segln la intensidad de los sintomas, el estado general y el grado de afeccidén organica
que presente el animal en el momento de instauracién del tratamiento (Berenger, 1988;
Mancianti et al, 1988; Tassi, 1989; Tesouro et al, 1995¢). Para confirmar estas evidencias y poder
interpretar correctamente los resultados de nuestro estudio, los casos clinicos fueron
clasificados, como ha quedado expuesto en materiales y métodos, en tres grupos atendiendo a
la patocronia de la enfermedad, segiin los criterios descritos por Tesouro y col. (1992b)
(Tesouro et al, 1992b). Fase L, Fase E y Fase A.

El analisis estadistico de nuestros datos confirma que las respuestas obtenidas difieren
muy significativamente (»<0.01) segin la fase de la enfermedad en la que se instaure el
tratamiento. Asi, considerando conjuntamente toda nuestra coleccion de casos, se observa
cOmo la inmensa mayoria de los perros diagnosticados en fase avanzada (principalmente con
fallo renal y/o, en menor grado, hepéatico) (21/28=75%) presenta una respuesta desfavorable.
Por el contrario, los mayores porcentajes de respuestas muy favorables se detectan en el
grupo de animales que inician el tratamiento en periodos de incubacion y fases iniciales de la
enfermedad (38/43=88.37%). En la poblacion tratada en fase de estado este tipo de respuesta
(muy favorable) se observa en una proporcion significativamente inferior de casos
{47/94=50%) (tabla RIL.B.1 y P.IL.C.1).

De igual forma confirnamos mediante el test de xz que estas diferencias en la
respuesta a corto plazo se mantienen, segln la fase de la enfermedad, dentro de cada grupo
terapéutico (G1/G1+Z, G2/G2+Z y G1+Z-SC) considerado por separado (tabla RILB.2 y
RILB.3 ytabla P.ILC.1).
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Por ultimo, dentro de este apartado, encontramos que al comparar los distintos
tratamientos aplicados dentro de cada fase de la enfermedad, el tipo de respuesta a corto
plazo, en la poblacion diagnosticada en fase inicial es independiente del protocolo empleado
(tabla RI1 B.6 y tabla P.I1.C.2). Por €] contrario, dentro de la muestra canina tratada en fases
de estado, se detectan diferencias estadisticamente significativas en el tipo de respuesta segin
se administren dosis bajas o altas de Glucantime® (tabla R.IL.B.7), obteniéndose una
proporcion de respuesta muy favorable claramente superior con la pauta G1/G1+Z (24/39)
que con el protocolo G2/G2+Z (4/20). Sin embargo, la respuesta de los animales tratados en
fase de estado no depende de la via de admimstracion del Glucantime® (al menos, cuando
¢éste se utiliza a dosis altas), con unas tasas de respuesta muy favorable similares entre la
aplicacién SC (24/39) y la IM (19/35) (tabla P.ILC.3).

En resumen, nuestros resultados indican que el 75% (21/28) de los perros en fase
avanzada de la enfermedad, independiente del protocolo terapéutico recibido, muestran una
respuesta a corto plazo desfavorable. El 88 37% (38/43) de los casos en fase inicial presenta
una respuesta muy favorable, igualmente de forma independiente al tratamiento recibido.
Dentro de los pacientes diagnosticados en fase de estado, el 58.11% (43/74) de los animales
que reciben dosis altas de Glucantime®, con independencia de la via de administracion,
responden muy favorablemente, mientras que este tipo de respuesta a corto plazo {muy
favorable) tan solo se observa en un 20% (4/20) de los casos que son tratados con dosis bajas
del antimonial, independientemente de su asociacion con Zyloric®.

IV - EVOLUCION DE LOS CASOS CLINICOS

En este apartado abordamos la evolucion de los casos clinicos del estudio
retorospectivo y del prospectivo a lo largo del tiempo de seguimiento, centrandonos
particularmente en la poblacidon que alcanzoé la remision.

En la bibliografia consultada las premisas que definen la consecucién de la remision,
es decir, la obtencion del efecto beneficioso que se pretende conseguir tras la instauracion de
la terapia y que determina la cesacion de ésta, no son homogéneas. En este sentido, nuestros
criterios para admutir que se ha alcanzado la remisioén podrian calificarse de intermedios entre
los citados en la literatura.

Consideramos la “remision” estrictamente clinica (desaparacion de los sintomas)
(Slappendel, 1988; Lamothe, 1997) insuficiente para calificarla como tal, si no se acompafia de
una normalizacién de los pardmetros biopatolégicos. De entre éstos, el proteinograma es
considerado, por muchos, como el mas sensible para la valoracion de la respuesta terapéutica
{Vitu et al, 1973; Sanchis et al, 1976; Giauffret ef al, 1976; Rodriguez ¢ al, 1981; Groulade, 1988; Cairé
¢t Font, 1991; Martinez ef Lloret, 1992; Ferrer, 1997a).

Por el contrario, el criterio que impone la obtencion de titulos de anticuerpos
especificos negativos (no significativos) (Berenger, 1988; Bergeaud, 1988; Roze ef Pages, 1994;
Denerolle, 1996) o de tasas de anticuerpos muy bajas (Euzeby, 1988), para considerar la
consecucion de la remision (o, mas bien, la curacion) y, por tanto, para dar por finalizado el
tratamiento, nos parece excesivamente exigente.
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Segiin distintos autores las tasas de anticuerpos rara vez descienden por debajo de los
umbrales de positividad (Giauffret e al, 1976; Euzeby, 1988; Roze et Pages, 1994), si bien en los
casos con respuesta favorable al tratamiento se observa un descenso progresivo de los
mismos, cuando se emplea la técnica de la inmunoflucrescencia indirecta (Dunan, 1978; Euzeby,
1988; Roze ef Pages, 1994; Denerolle, 1996; Vercamen & De Deken, 1996).

Para este estudio, tal y como se describe en el capitulo de materiales y métodos,
acordamos mantener los criterios que, de forma habitual, se venian siguiendo en nuestro
Departamento para admitir la consecucion de la remision Tales criterios incluyen la
desaparicion de la sintomatologia, la normalizaciéon del proteinograma y el descenso
significativo del titulo de anticuerpos.

La minuciosidad con que se llevo a cabo el estudio terapéutico prospectivo desvelo la
impostbilidad de lograr el cumplimiento de estas premisas en la totalidad de los casos en los
que se admiti6 la remision. Los resultados demuestran que en un namero reducido de
animales no se alcanzan completa y/o simultaneamente los tres requisitos que definen la
remision. Observamos como, en ocasiones, no llegan a resolverse por entero algunos
sintomas (particularmente algunas lesiones en los pabellones auriculares y la uveitis (Roze,
1990; Varela, 1992; Lamothe, 1997)) 0 no se consigue una normalizacion completa del
proteinograma (en casos con afeccidn organica cronica o con procesos concurrentes (Sainz et
al, 1993; Nitiiez-Torrdn et al, 1996), etc.).

La tasa de anticuerpos muestra un descenso significativo {dos diluciones) en la
mayoria de los nuestros pacientes, aunque en algunos casos (13/48) este descenso se registra
en ¢l control inmediatamente posterior a la remision. En nuestra opinion, el cumplimiento
estricto de dos de los requisitos, junto con una tendencia favorable del tercero seria suficiente,
en algunos casos, para considerar que se ha alcanzado la remision y, por tanto, para dar por
finalizado el tratamiento.

Al analizar los casos incluidos en nuestros estudios a mas largo plazo, lo primero que
comprobamos es que el tipo de evolucion (hacia el agravamiento, el mantenimiento o la
remision) observada, esta en concordancia con el tipo de respuesta inicial al tratamiento.

IV.A -. EVOLUCION HACIA EL AGRAVAMIENTO

Como demuestran nuestros resultados, los perros que evolucionan hacia el
agravamiento se encuentran en su mayoria en fases avanzadas (21/29) y presentan una
respuesta terapéutica desfavorable a corto plazo (28/29), con independencia del protocolo
empleado. Tan s6lo en un caso del estudio retrospectivo la respuesta inicial fue clasificada
como nula (tabla R1ILA 1.1).

La caracterizacion de este grupo en el estudio prospectivo (tabla P.1II.A.1.1) revela
que la mayoria de los animales que evolucionan hacia el agravamiento (respuesta a corto
plazo desfavorable) se encuentran, en el momento del diagnostico, en fases avanzadas de la
enfermedad con fallo renal y elevaciones patologicas de la urea y de la creatinina,
acompafiadas de un descenso importante de la concentracion de albumina plasmatica y del
cociente Alb/Glo.
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Aunque dentro del rango fisiologico, los valores medios de las ¢-globulinas, de los
globulos blancos y, dentro de éstos, de los neutrofilos estan significativamente aumentados
con respecto a la poblacion global. Todos estos hallazgos han sido previamente descritos por
otros autores.

Efectivamente, a menudo se ha puesto de manifiesto como los animales en fases
avanzadas de la enfermedad, fundamentalmente representada por la presencia de fallo renal
{con elevacion de la urea y la creatinina) evolucionan, en su mayoria, desfavorablemente
(Slappendel, 1988; Naskidachvilli f Peroux, 1988; Catarsini, 1989; Cairé e Font, 1991; Ferrer, 1992).
Por otra parte, en estas fases el proteinograma suele estar muy alterado y la albumina muy
baja debido al deterioro organico (fundamentalmente renal) existente (Tesouro, 1992b). La
presencia de un pico en las a2-globulinas se ha asociado, como se coment anteriormente,
con fallo renal (Giaufiret & al, 1976; Groulade, 1977; Rodriguez e al, 1984). Por uiltimo, la
presencia de una leucocitosis asociada a neutrofilia apareceria como consecuencia de
sobreinfecciones secundarias (Giauffret f al, 1976; Groulade, 1977; Cabassn, 1988b).

De acuerdo con la bibliografia, en las formas graves de la enfermedad el empleo de
distintas dosis de Glucantime® asociado o no alopurinol no otorga unos resultados
satisfactortos (esperanzadores), ya que una proporcion importante de los perros en fase
avanzada no muestra una respuesta favorable (Tesouro ef al, 1995¢) 0 las lesiones (sobre todo
en afeccion renal) se agravan (Slappendel, 1988; Ferrer, 1992).

De toda la serie de perros en fase avanzada (20 del estudio retrospectivo y 9 del
estudio prospectivo) s6lo en cuatro se alcanza la remision; el resto murié o fue sacrificado
durante el primer ciclo de tratamiento. El prondstico de estos casos es, por tanto, mas que
reservado muy grave.

No obstante y aunque nuestras series son pequefias, nos parece interesante matizar
que la respuesta observada en todos los perros en fase avanzada que recibieron dosis bajas de
Glucantime® fue desfavorable (tabla R1I.B.3 y R1IL. A 1.1). En cambio, con dosis mayores
del antimonial cuatro amimales (dos tratados por via SC y otros dos por IM) en esta fase de la
enfermedad llegaron a remitir. Estos resultados estarian de acuerdo con los reflejados en la
encuesta realizada entre los clinicos veterinarios de nuestra Comunidad, en la que se
recogieron unos mayores porcentajes de mejoria (aunque siempre bajos), en los casos con
insuficiencia renal, tratados con dosis altas de Glucantime®, especialmente cuando éste se
asocio a Zyloric® (Tesouro ef af, 1995¢).

Por otro lado, hemos tenido la oportunidad de atender en nuestras consultas algunos
perros leishmaniosicos (no incluidos en este trabajo) con un cuadro de insuficienia renal tras
haber recibido una terapia irregular a base de Glucantime® a dosis bajas o a intervalos de
tiempo muy espaciados.

Basandonos en estas observaciones y contrariamente a lo que recomiendan otros
autores (Euzeby, 1982; Franc, 1993; Denerolle, 1996) o el propio laboratorio (Guia de Productos
Zoosanitarios Veterindustria, 1994), quizas en los casos en fase avanzada seria preferible
comenzar con dosis altas (apropiadas al peso) y, en el supuesto de que la complicacion renal
se presentara (0 empeorara), reducir la dosis o suspender el tratamiento especifico
sustituyéndolo por un tratamiento sintomatico, lo que podria permitir en algunos casos una
respuesta particular efectiva.
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A pesar de todo esto, si nos atenemos estrictamente a los resultados de nuestros
estudios el tratamiento con Glucantime® estaria desaconsejado (o limitado) por su escasa
eficacia en los perros en fase avanzada y, en su lugar, deberian utilizarse o buscarse otros
protocolos de tratamiento. Algunos autores emplean los corticoides como parte de Ia terapia
para tratar de mejorar la respuesta terapéutica. Aunque los resultados no parecen ser
excesivamente alentadores (Naskidachvilli ef Peroux, 1988; Caind ef Font, 1991), Bergeaud (1988)
consigue reducir los niveles de uremia hasta valores normales y los mantiene durante mas de
18 meses en 6 de 9 perros con afeccion renal, asociando dosis de 100 mg/kg/48 h de
Glucantime®/kg a prednisona (Bergeaud, 1988) y Denerolle (1996) obtiene supervivencias por
encima de un afo en 4 de 7 casos con insuficiencia renal, utiizando este mismo corticoide
junto con alopurinol (Denerolle, 1996).

Para terminar con este apartado, mencionaremos que, dentro de este grupo
(evolucion hacia el agravamiento), se incluyeron algunos animales que fueron diagnosticados
en fase inicial (1 del estudio retrospectivo) y de estado (1 del prospectivo y 6 del
retrospectivo) de la enfermedad que, tras la instauracion del tratamiento presentaron alguna
complicacion no siempre atribuible a la terapia o a la propia enfermedad.

IV.B -. EVOLUCION HACIA EL MANTENIMIENTO

En esta categoria incluimos los casos que tras la instauracion del tratamiento
presentaron periodos de cierta mejoria y/o deterioro, pero ni llegaron a alcanzar la remision
clinica ni tampoco sufrieron un dréastico empeoramiento del proceso.

Esta serie constituida por 16 y 4 casos de los estudios retrospectivo y prospectivo
respectivamente se corresponde principalmente con los perros cuya respuesta al tratamiento a
corto plazo fue clasificada como nula. No obstante, la mitad de los animales del estudio
retrospectivo incluidos en este grupo presentaron inicialmente una respuesta valorada como
favorable.

La mayoria de estos casos se encontraban en fase de estado en el estudio
retrospectivo (15 casos) y en fase avanzada en el prospectivo (3 casos) al iniciar la terapia.
La caracterizacion de este grupo en el estudio prospectivo determiné la presencia de unos
valores medios mas elevados de ALT y mas bajos de B-globulinas en la respuesta terapéutica
a corto plazo nula con respecto a la media global (lo que sugeriria una hepatopatia cronica
(Kaneko, 1989; Comelius, 1989) (tabla RII A.2.2 y P.IIL. A 2.1)). Para la correcta interpretacion
de estos resultados, hay que precisar que este grupo estaba integrado por cuatro casos y solo
uno de ellos presentaba una insuficiencia hepatica. Somos conscientes de que las alteraciones
biopatologicas de este caso fueron lo suficientemente marcadas como para desviar los
resultados hacia la significacion estadistica.

Tanto el tiempo de seguimiento como el numero de ciclos de tratamiento
administrados fue muy variable en estos perros aunque la mayor parte de ellos (en el estudio
retrospectivo) no recibieron mas que un ciclo.

La ausencia de una respuesta adecuada a la terapia, que impide que los animales
incluidos en este apartado lleguen a alcanzar la remision, podria ser debida a distintos

factores.
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La administracion de tratamientos antimoniales inadecuados (insuficientes) en dosis
y/o duracion parece una causa importante en el fallo terapéutico tanto en el perro como en el
hombre (Reiter, 1985; Brycesson et al, 1985a; Cairé, 1994; Eslami ef al, 1996; Alvar et al, 1997). En
este sentido, una posibilidad que debe ser considerada y que cada vez con mayor frecuencia
se recoge en la literatura es el desarrollo de resistencias por parte del parasito (Grogl ez al, 1992;
Piarroux et al, 1996; Faraut ef Gambarelli, 1997). Efectivamente, Grogl (1989) detecta in vifro la
aparicion de clones de Leishmania spp. resistentes al tratamiento empleando dosis crecientes
y discontinuas de estibogluconato sodico (Grogl et al, 1989), lo que justificaria la
recomendacion de aplicar los tratamientos sin interrupciones (Tassi, 1989). Sin embargo, un
estudio realizado a partir de perros naturalmente infectados (L.infantum) y tratados con uno o
varios ciclos de Glucantime®, sugiere que las resistencias podrian producirse en las fases
tempranas del tratamiento (Gramiccia et al, 1992).

Con todo, Thakur y col. (1988) sostienen que muchas de las resistencias descritas en
la bibliografia podrian no ser tales, ya que un buen nimero de enfermos de kala-azar que
inicialmente no responden a la terapia curan cuando se prolonga la misma (Thakur ef al, 1988).
Asimismo, Brycesson y col. (1985a) han observado coémo algunos pacientes refractarios al

tratamiento muestran una respuesta favorable aumentando la dosis del antimonial (Brycesson et
al, 1985a).

Otra causa de fallo terapéutico a menudo citada en la bibliografia es la ausencia de
una respuesta inmunitaria eficaz (Iwobi ez al, 1991; Ribera et al, 1996; Nabors et Farrel, 1996;
Piarroux ef al, 1996).

Por ultimo, la existencia de procesos concurrentes no solo puede contribuir al fallo en
la terapia (Brycesson,1985a; Zijilistra ef al, 1993; Piarroux ef al, 1996) sino que incluso es capaz de
enmascarar una buena evolucidn tras la administracion de Glucantime® (Caird, 1993; Tesouro et
Sainz, 1995; Nafdez-Torron ef al, 1996). En estos casos se hace necesario el tratamiento de la
patologia asociada especifica e independiente de la terapia frente a la leishmaniosis.

Sin descartar las demas posibilidades, sospechamos que en el estudio retrospectivo la
falta de respuesta al tratamiento se deberia mayoritariamente a la administracion de dosis
insuficientes de Glucantime® y/o a la presencia de procesos concurrentes que,
logicamente, no responden a los antimoniales, sobre todo, si tenemos en cuenta que la
mayoria de estos casos se encontraban en fases de estado de la enfermedad.

Hay que contemplar la posibilidad de que en algunos individuos se hubieran dado
ambas circunstancias simultaneamente, puesto que la ausencia de una respuesta eficaz tras la
administrcion de un ciclo de tratamiento en animales que presentasen una concurrencia no
diagnosticada podria haber conducido al abandono de la terapia. Esta idea se veria apoyada
por la menor proporcion de casos que evolucionan hacia el mantenimiento en el estudio
prospectivo, en el cual los ciclos de tratamiento se repitieron hasta tres veces y la eventualidad
de una enfermedad concurrente fue considerada. Ademas, la mayor parte de estos animales
partian con una afeccion organica importante, por lo que su evolucion habria sido mejor de lo
que en principio cabria esperar,
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IV.C -. EVOLUCION HACIA LA REMISION

Tanto en el estudio retrospectivo como en el prospectivo los casos que alcanzan la
remision se corresponden con los casos cuya respuesta a corto plazo fue favorable o muy
favorable.

El analisis estadistico llevado cabo en el estudio prospectivo permite diferenciar y
definir las caracteristicas del grupo de animales que no alcanza la remision frente a los que si
y, dentro de éste, los dos tipos de respuesta terapéutica observada a corto plazo. Cada una
de estas respuestas se relaciona, en el momento del diagnéstico, con distintas modalidades de
algunas variables cualitativas y con los valores de ciertas variables cuantitativas. Todas estas
asociaciones parecen logicas, ya que el grupo de perros en los que se observa la respuesta
mas favorable es, precisamente, el que parte con un menor grado de sintomatologia y de
alteraciones biopatologicas.

Aunque se observan ciertas diferencias en la consecucion de la remision entre las
distintas pautas terapéuticas seguidas, en ningiin caso llegan a ser estadisticamente
significativas, por lo que el hecho de que se produzca o no la remision es independiente
de la dosis diaria recibida de Glucantime® (tabla R.111.B.3), de su via de administracion
(IM o SC) (tabla P.III.B.2) y de su asociacion o no a Zyloric® (tabla R.IT1.B.2). Segiin
nuestros resultados la tasa de remision global esta en torno al 70% (116/165 casos).

A pesar de la abundante bibliografia acerca del tratamiento de la leishmaniosis, el
nimero de trabajos que indican tasas concretas de remision es relativamente bajo. Nuestros
porcentajes de remision son similares a los aportados por Catarsini {(1989). Este autor sefiala
una proporcion de remision entre el 65 y el 70% de los casos, sin especificar el protocolo
empleado (Catarsini, 1989).

Denerolle (1996), por su parte, obtiene porcentajes de remisiones clinicas, utilizando
el Glucantime® a dosis de 200 mgkg/48 SC (en principio, indefinidamente hasta la
consecucion de titulos < 1/50 por IFT), algo inferiores, calculadas en un 52.9448.56% (18/34)
de los casos y que se acompafian de reducciones en el titulo de anticuerpos por debajo del
umbral de positividad en 11 de ellos. Hay que destacar que para conseguir esta negativizacion
del titulo necesita un gran numero de inyecciones (mas de 100). Este mismo autor, cuando
asocia el Glucantime® (100 mgkg/dia SC, 30-60 dias) a alopurinol (10 mg/kg/8h
indefinidamente segin el titulo de anticuerpos), alcanza unas tasas de remision muy
superiores, €l 81.4847.47% (22/27), aunque el porcentaje de casos en los que el titulo
desciende por debajo del umbral de positividad resulta claramente inferior (2/27) (Denerolle,
1996).

En medicina humana, tambien se han obtenido algunos éxitos terapéuticos
administrando alopurino! (Dellamonica ef al, 1989) 0 asociandolo a los antimoniales (Chunge et a/,
1985), en pacientes refractarios a la estiboterapia. En nuestro estudio no se ha podido
constatar este claro aumento en las tasas de remision al asociar alopurinol al tratamiento
antimonial, si bien en nuestros protocolos la administracion de Zyloric® fue mas limitada en
el tiempo.
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Lamothe (1997), emplendo sélo anfotericina B (a una dosis total > 6 mg/kg) llega a
alcanzar remisiones clinicas (ya que no contempla la evolucion de los parametros
biopatoldgicos) en un 86.36+7.32% (19/22) de los casos, pero en este trabajo ninguno de los
casos incluidos presentaba alteraciones en los valores de la creatinina en sangre ni en la
densidad de la orina (Lamothe, 1997).

Una practica habitual entre los clinicos veterinarios que emplean el Glucantime®
como farmaco especifico frente a la enfermedad es la repeticion de los ciclos de tratamiento
(Tassi, 1989; Cairé o Font, 1991; Roze of Pages, 1994; Mancianti et gl, 1988; Tesouro et al, 1995¢;
Denerolle, 1996; Ferrer, 1997b). Esta administracion repetida de los ciclos de tratamiento hasta
la consecucion de la remision, igualmente contemplada en nuestro estudio, debe ser tenida en
cuenta a la hora de interpretar los porcentajes de remision obtenidos con los distintos
protocolos empleados.

Aungue, como hemos dicho, los porcentajes de remision obtenidos en los distintos
grupos terapéuticos de nuestro estudio son similares, el analisis estadistico revela que el
nimero de ciclos administrados hasta alcanzar dicha remision es significativamente mayor
(casi el doble) para el protocolo con dosis bajas que para el que utiliza dosis altas de
Glucantime® (tabla R.III.B.4) y estadisticamente igual (p = 1) para las vias SC e IM (al
menos cuando se aplican dosis altas de Glucantime®).

Al igual que en la respuesta a corto plazo la edad y sexo se muestran como factores
independientes de la consecucién o no de la remision.

Por el contrario, la fase de la enfermedad en que se encuentre el animal en el
momento de iniciar la terapia parece un factor decisivo para que llegue a remitir (tablas
RIILB.5 y P.IIL1}. Esto estarfa en concordancia con las observaciones de Mancianti (1988)
que obtiene un mayor porcentaje de curaciones seroldgicas en perros asintomaticos y una
mejoria del estado clinico mas pronunciada en oligo que en polisintomaticos (Mancianti et af,
1988). Esta mejor respuesta al tratamiento de los casos diagnosticados en fases tempranas, ha
sido aprovechada por Gramiccia y col. (1988) para conseguir una reduccion en la prevalencia
e incidencia de la leishmaniosis canina, asi como en el porcentaje de oligo y polisintomaticos,
en la isla de Elba, tratando precozmente la enfermedad y eliminando los casos
polisintomaticos (Gramiccia ef o/, 1988). En efecto, el tratamiento precoz de la enfermedad
proporciona a Bergeaud (1988) tasas de curacion serologica superiores al 23% (Bergeaud,
1988).

En nuestro estudio, los mayores porcentajes de remision se alcanzan en aquellos
animales diagnosticados en fase inicial, legando al 100% cuando se aplica el antimonial por
via SC. Ademas, para todos los protocolos de tratamiento, el nimero de ciclos y, por tanto, la
dosis total de Glucantime® administrada hasta alcanzar la remision fue significativamente
mayor para los perros diagnosticados en fase de estado que para los que iniciaron la terapia
en fases imciales (tablas R.I11.B.8 y P.IIL.B.7}. De igual modo, Thakur y col. (1988) observan
que pacientes humanos con la enfermedad (kala-azar) establecida durante mas tiempo tardan
mas en responder a la terapia y necesitan un tratamiento mas largo para alcanzar la curacion
(Thakur e al, 1988). En esta linea, el laboratorio fabricante de Glucantime® contempla la
administracion de una dosis total diferente segin el grado de afeccion clinica del animal
(Vademecum de Veterinaria Garsi 92, 1992; Guia de Productos zoosanitaries Veterindustria, 1994).
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Nuestros resultados del estudio retrospectivo sugieren que en las fases iniciales de
enfermedad, las remisiones se alcanzan con dosis bajas de Glucantime® (G2/G2+Z)
aplicando un mimero de ciclos practicamente igual al administrado con las pautas que
emplean alrededor del doble de esta cantidad del antimonial (G1/G1+Z), lo que podria
suponer, entre otras cosas, un importante ahorro econdmico. Seria interesante comprobar si
administrando la mitad de inyecciones del protocolo G1/G1+Z, en perros diagnosticados en
fases tempranas de la enfermedad, se consiguen los mismos efectos en cuyo caso, ademas de
ahorrar en medicamento, se ganaria en tiempo.

Sin embargo, para conseguir la remisién en los animales en los que se instaura la
terapia en fases de estado de la enfermedad, se necesita una dosis total de antimonio similar
en todos los casos independientemente de que se administre en un mayor o menor nimero de
inyecciones, dado que la relacion entre el numero de ciclos del protocolo G1/G1+Z y del
protocolo G2/G2+Z es proxima a dos (tabla R IILB.7), relacion cercana a la existente entre
las dosis empleadas por cada uno de estos protocolos.

Estos resultados, que apuntan hacia la necesidad de administrar dosis totales
equivalentes de Glucantime® para obtener una misma respuesta, podrian explicar la gran
variedad de protocolos de tratamiento {en dosis y duracién) aplicados frente a esta
enfermedad (Euzeby, 1988; Mendoza ef af, 1983; Tassi, 1989; Tesouro ef al, 1995c), puesto que la
eficacia terapéutica podria ser similar aunque aplicando dosis mas altas la respuesta a la
terapia seria mas rapida, como asi lo sugieren algunos estudios realizados sobre personas
afectadas de kala-azar. Particularmente Chulay (1983} y Zijilistra (1993) han podido constatar
la misma evolucién hacia la remision (curacion) de pacientes tratados bajo distintos
protocolos pero con una dosis total igual; sin embargo, la reduccion en la carga parasitaria fue
mas rapida en aquellos que recibieron las dosis diarias mas altas (Chulay et af, 1983; Zijilistra et
al, 1993).

Todas estas observaciones apoyarian las tendencias actuales que propugnan la
aplicacion de los antimoniales de forma ininterrompida a intervalos de tiempo mas cortos
{cada 8-12 horas), administrandolos a dosis y por vias que aseguren una concentracion
suficiente y mantenida del farmaco en el organismo (Tassi, 1989; Tassi ef al, 1994; Valladares ef al,
1996; Ferrer, 1997b).

La caracterizacion realizada en el estudio prospectivo nos permitio descubrir qué
variables (consideradas en el momento del diagndstico) estan relacionadas con el niimero de
ciclos administrados hasta la remision.

Entre las variables cuantitativas, distintas fracciones del proteinograma (proteinas
totales, albiimina, y-globulinas y cociente Alb/Glo) y del eritrograma presentaron unas
correlaciones significativas con el numero de ciclos. Por el contrario, el titulo de anticuerpos
no muestra influencia significativa sobre los ciclos administrados hasta la remision.

Las alteraciones iniciales observadas en el proteinograma han sido sugeridas como
indicadoras de la posible duracion del tratamiento y de hecho, al igual que en el presente
trabajo, el perfil de proteinograma es utilizado ampliamente en el seguimiento del mismo
{Groulade, 1988; Denerolle, 1996; Ferrer, 1997h).
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El eritrograma, sin embargo, nunca ha sido considerado como un parametro relevante
en la evolucion de la enfermedad. Tan solo conocemos una cita segan la cual la concentracion
de ferritina sérica, estrechamente relacionada con la serie roja, se muestra como un marcador
pronostico en el tratamiento de la leishmaniosis canina (Gascon ef a/,1994).

El analisis estadistico tampoco selecciona el peso de los animales como un parametro
significativo en relacion con los ciclos de tratamiento. La confirmacion de este hallzgo
mediante el test de xz (tabla P.III B.8), previa clasificacion de los casos segun peso, nos
parece especialmente importante, ya que las dosis miximas administradas se limitaron a
4500 mg de antimoniato de meglumine (3 ampollas de Glucantime®) por perro y dia, lo
cual supone que los perros por encima de 30 kg habrian recibido dosis
proporcionalmente inferiores del antimonial que aquellos con un peso, en el momento del
diagnostico, igual o inferior a 30 kg.

Esta limitacion en la dosis total diaria seguiria la linea de las recomendaciones de
la OMS para el tratamiento en personas (OMS, 1990; Gradoni ¢ al, 1995). Ademas, se
justifica por la idea de que los farmacos deberian ser administrados en funcion de la
superficie corporal en lugar de por el peso, lo que reduciria las diferencias de
dosificacion entre perros de distinto tamafio. De hecho, Tassi (1989) recomienda la
administracién de una dosis de 43 mg Sb”"/kg en perros de 20 kg o menos y de 28,35 mg
Sb>'/kg en animales de més de 20 kg (Tassi, 1989). Por ultimo, no hay que olvidar el
aspecto economico, que podria actuar como un factor limitante a la hora de tratar
animales de mucho peso (Ferrer, 1997b), particularmente en el caso de esta enfermedad en
la que el medicamento aplicado es caro y los protocolos terapéuticos de larga duracion.

La ausencia de diferencias significativas entre el mimero de ciclos de tratamiento
administrado hasta la remision y el peso permite integrar a todos estos perros en una
poblacion homogénea en cuanto a las dosis de farmaco recibidas y admitir como valida
esta limitacion en la posologia a pesar de que en medicina humana publicaciones
recientes lo desaconsejen (Herdwaldt ef Berman, 1992a; Zijilistra ef al, 1993).

Entre las variables cualitativas, ademas de la fase y el cuadro clinico, el mimero de
ciclos se asocia significativamente al tipo de respuesta a corto plazo (tabla P.II1.B.7). En
todos los casos con respuesta muy favorable fue suficiente administrar un solo ciclo de
tratamiento, mientras que el promedio de ciclos que recibieron los casos con respuesta
favorable fue practicamente el doble. Esto seria analogo, como ya se ha comentando, a lo
descrito por Thakur {1988) que observa pacientes que responden mas rapidamente que otros,
en relacion con el tiempo que lleve la enfermedad establecida en los individuos y que, una
buena parte de los que no responden inicialmente, llegan a curar tras la prolongacion del
tratamniento (Thakur et al, 1988).

Finalmente, dentro de este apartado, la comparacion entre los valores medios de las
variables cuantitativas en ¢! momento del diagnoéstico y en el de remision, nos permite
detectar cambios significativos en la practica totalidad de los parametros biopatologicos entre
ambos momentos. Aquellos que se encontraban alterados inicialmente se normalizan, en
especial y como es logico los que se consideraron para definir la consecucion de la remision,
pero incluso algunos parametros biopatologicos que mostraban valores fisiologicos en el
diagnostico, sufren modificaciones significativas.

247



Estas oscilaciones, en principio carentes de interpretacion patologica, seran mas
detalladamente analizadas y debatidas cuando discutamos la evolucion de los distintos
parametros y la valoracion predictiva de la respuesta terapéutica.

V- EVOLUCION DE LOS CASOS QUE REMITIERON

Un hecho admitido y ampliamente descrito en la bibliografia es que con los
tratamientos actuales y mas concretamente con el empleo de Glucantime® no se alcanza la
curacion definitiva (parasitologica) de la leishmaniosis canina, de manera que la mayor parte
de los casos que evolucionan favorablemente y alcanzan la remision terminan por presentar
una recidiva del proceso en un plazo mayor o menor de tiempo (Lanotte et 4/, 1979; Rodriguez et
al, 1984; Slappendel, 1988; Cairé et Font, 1991; Ferrer, 1992), por lo que se hace necesario el
control periodico de los animales (Groulade, 1988; Cairé ef Font, 1991; Franc, 1993; Roze ef Pages,
1994; Ferrer, 1997b).

En nuestro estudio estos controles se realizaron a intervalos de tiempo regulares,
segun la pauta descrita en el capitulo de materiales y métodos. Aun asi, en ocasiones y
atendiendo a nuestras recomendaciones, los propietarios adelantaron el momento de revision
cuando detectaron alguna anomalia en su perro. Segun nuestra experiencia, estas anomalias
suelen asemejarse a las primeras manifestaciones clinicas advertidas en la enfermedad o en
anteriores recidivas.

Evidentemente, la constatacion de la presentacion de una recidiva depende del tiempo
de seguimiento de los casos que, a su vez, estd intimamente ligado al interés y disposicion de
los propietarios. Por consiguiente, admitimos que en principio toda informacion sobre tasas
de recidiva esta subestimada ya que siempre se pierden casos cuyo porvenir, claro esta, se
desconoce.

A pesar de ser conscientes de esta limitacion nos parece interesante abordar en
profundidad la evolucion a largo plazo de nuestros casos, tanto de los que presentaron
recidiva como de los que permanecieron en remision durante el tiempo que fueron
controlados. Como se desprende de los resultados, la distribucion de los tiempos de
seguimiento de los animales que alcanzaron la remision, clasificados segun distintos criterios,
puede considerarse homogénea, lo que permite la realizacion de comparaciones entre ellos.

V.A —. RECIDIVAS

En relacion con los distintos criterios adoptados para definir la presentacion de una
recidiva los de nuestro estudio podrian ser considerados como exigentes, dado que no sélo se
basan en la reaparicion de manifestaciones clinicas (Slappendel, 1988; Lamothe, 1997a), sinc que
también contemplan las modificaciones en el proteinograma y en el titulo de anticuerpos.
Estos dos parametros son considerados por muchos autores indicadores sensibles para la
deteccion de recidivas ya que sus perturbaciones preceden a la sintomatologia (Giauffret e al,
1971; Dunan, 1978; Groulade, 1983; Euzeby, 1988; Rodriguez er al, 1984; Tesouro, 1992b; Roze et
Pages, 1994; Tesouro et al, 1995¢; Ferrer, 1997a).
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La controversia acerca de la validez del titulo de anticuerpos para seguir la evolucion
de los animales tratados y detectar posibles recidivas, vendria suscitada por la diferente
metodologia empleada para la deteccion de los anticuerpos especificos frente a Leishmania
infantum. Asi, Ferrer y col. (1995) han podido comprobar como determinadas técnicas
seroldgicas (particularmente Dot ELISA) no permiten realizar este seguimiento (Ferrer et al,
1995).

Por el contrario y aun admitiendo una cierta subjetividad en su lectura, la IF1 se revela
como una prueba con una buena repetitibilidad y reproductibilidad (Quilici ef al, 1968; Giauffret
et al, 1971; Lanotte ef al, 1979). Asi, una seroconversion significativa, es decir, un aumento de la
titulacion en dos o mas diluciones, es un indicativo inequivoco de reactivacion ©
reagudizacion del proceso (Giauffret et al, 1971; Dunan, 1976; Lanotte ef al, 1979; Euzeby, 1988;
Bergeaud, 1988; Franc, 1993; Bourdoiseau, 1993).

Las caracteristicas de la IFI convierten a esta técnica serologica en un procedimiento
altamente especifico y sensible para el control de los pacientes tratados (Lanotte et al, 1979),
especialmente si tenemos en cuenta las limitaciones del examen parasitologico tras un
tratamiento efectivo (Stappendel, 1988; Cairé e Font, 1991; Kontos ¢f Koutinas, 1993). Incluso los
resultados obtenidos con la técnica de la PCR (reaccion en cadena de la polimerasa), cuando
son negativos, dejan dudas acerca de si el animal esta realmente libre de parasitos, ya que se
ha podido detectar la presencia de estos protozoos en perros aparentemente sanos, afios
después del tratamiento (Ferrer, 1997b).

Aungue las modificaciones del proteinograma preceden a la aparcion de los signos
clinicos y, por tanto, éste constituye un parametro extraordinariamente Util en la deteccion de
recidivas (Giauffret et al, 1976; Groulade, 1983; Caird ef Font, 1991; Tesouro, 1992b), tiene el
inconveniente de no ser especifico para esta enfermedad, observandose perturbaciones de sus
fracciones en otras patologias (Giauffret ef al, 1976; Schaer ef al, 1985; Sainz et al, 1993; Tesouro et
al, 1994) que deberian ser descartadas antes de atribuir tales alteraciones a una recidiva de la
leishmaniosis. Esta escasa especificidad del proteinograma hace aconsejable contar con otro
parametro que, como el titulo de anticuerpos, confirme o descarte la presentacion de una
recidiva.

Por otra parte, hay que tener en cuenta que estos animales pueden padecer otros
procesos patologicos (Sinchez Botija, 1936; Cabassu, 1988a; Cairé et Font, 1991; Varela, 1992;
Lamothe, 1997b), algunos de ellos con una sintomatologia similar a la leishmaniosis, cuya
presentacion no ha de confundirse con una recidiva. En nuestra area geografica la ehrlichiosis
canina debe ser particularmente considerada, ya que presenta un buen nimero de alteraciones
clinicas y biopatologicas en comiun con la leishmaniosis (Schaer ef al, 1985; Sainz e al, 1993;
Niiiez-Torron et af, 1996) y su prevalencia en la Comunidad de Madrid ha sido estimada en un
6.50+1.70% (Sainz, 1996).

Ante una sospecha clinica de recidiva las posibles concurrencias deben ser
descartadas o tratadas especificamente (Cairé et Font, 1991; Sainz, 1996), teniendo siempre
presente que cualquier situacion de estrés, incluidas dichas concurrencias, puede agudizar la
leishmaniosis (Tesouro, 1984a).
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En el estudio prospectivo se caracterizé el suceso de recidiva en funcion de las
variables cualitativas y cuantitativas (parametros biopatologicos), tanto en el momento del
diagnostico como en el de remision (tabla P.IV.A.1.1).

Entre todas ellas, el niimero absohuto de linfocitos observado en los dos momentos es
el que presenta un mayor nivel de significacion. Ademas, en el momento del diagnostico se
encuentran relaciones significativas con el cociente Alb/Glo, con la concentracién de B-
globulinas y con el recuento de globulos blancos y de eosinéfilos entre los animales que
recidivaron y los que no, lo que permitiria pensar que al menos algunas de estas variables
podrian actuar como factores predictivos de la presentacion o no de recidiva (estos resultados
seran comentados dentro del apartado de prediccion).

Una vez estudiadas las caracteristicas de los animales que presentaron recidiva
nos parecio interesante investigar si, ademas del titulo de anticuerpos y el proteinograma
(cuya alteracion era indicativa de la presencia de recidiva), alguno de los otros parimetros
biopatolégicos suffia una modificacion significativa entre el momento de la recidiva y el
inmediatamente anterior, En este sentido, los valores de la serie roja muestran un ligero
descenso en la recidiva con respecto al control anterior que llega a ser estadisticamente
significativo en el caso del hematocrito (tabla P.IV.A.1.2), lo que sugiere que el eritrograma
podria ser, aunque en menor medida, un indicador de la recidiva.

En nuestro estudio retrospectivo se comprueba como la presentacion de recidiva es
independiente del tratamiento empleado (en funcién de la dosis diaria de Glucantime®) para
alcanzar la remision (G1/G1+Z versus G2/G2+Z) (tablas RIV.A 1 y RIV.A5). Igualmente,
el porcentaje de recidivas cuando se administra el Glucantime® por via SC es semejante al
obtenido tras la administracion IM (P.IV.A.1). En este sentido, la tasa global de recidiva
observada, considerando ambos estudios conjuntamente, es del 39.65% (46/116). En
principio, esta tasa seria inferior a las recogidas en otras publicaciones en las que el farmaco
especifico empleado es igualmente el Glucantime®, a dosis totales similares a las nuestras o
incluso mucho mayores (Slappende), 1988; Bergeaud, 1988; Ferrer, 1992; Denerolle, 1996).

Utilizando un protocolo similar pero sin interrumpir el tratamiento Slappendel
(1989) ve incrementada esta proporcion (38/39) de recidiva y ni siquiera prolongando la
administracion del antimonial logra, al igual que Denerolle {1996) , prevenir su aparicion
(Slappendel, 1989; Denerolle, 1996). Por otro lado, la tasa de recidiva obtenida a partir de
una encuesta realizada entre clinicos de nuestra Comunidad (que refleja la aplicacion de
distintos farmacos especificos frente a la enfermedad y diversos protocolos terapéuticos)
ha sido globalmente estimada en un 54% (Tesouro et al, 1995¢).

Aunque el porcentaje global de recidiva es alrededor de dos veces superior en los
perros diagnosticados en fase de estado versus fase inicial, en el analisis estadistico tanto en
el estudio retrospectivo como en el prospectivo no llegaron a observarse unas diferencias
suficientes que permitieran establecer una asociacion clara (indiscutible), entre la fase y la
presentacion de recidiva. En ambos estudios, estas diferencias solo pueden considerarse casi
significativas (tablas RIV.A 4y P.IV.A5).
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Al estudiar la posible relacién entre la presentacion de recidiva y el tipo de respuesta a
corto plazo post-tratamiento, observamos que tampoco nuestra coleccion de datos permite
detectar diferencias significativas, a pesar de que el porcentaje de recidiva es algo inferior para
el grupo de perros que presentaron una respuesta mas rapida que para los que respondieron
mas lentamente:

RECIDIVA Sl RECIDIVANO TOTAL REMISION
TIPO DE RESPUESTA "% a n
k e il
MUY FAVORABLE 31 (37.80) 51 82
FAVORABLE +
MANTENIMENTO 15 (44.12) 19 34
}_ .
TOTAL 46 0 116 J
G =]
H X 0.17992 gl:l p=0.67144 H

Distribucion y comparacién del tipo de evohicion a largo plazo (recidiva si o no)
en funcién de la respuesta a corto plazo.

En lo que se refiere a los tiempos transcurridos (considerados desde la instauracion de
la terapia) hasta la presentacion de la primera recidiva, la ausencia de diferencias significativas
tanto en funcién de la terapia administrada (tablas R IV.A.6 y P.IV.A 3) como de la fase de Ia
enfermedad (tablas R.IV.A.7 y P.IV A 6), nos permite valorar globalmente el tiempo medio
de presentacion de recidiva en un 13.74 meses. Ademas, la distribucion en funcion del
tiempo de todos estos casos que presentaron recidiva puede ajustarse a una curva normal,
cOmo a continuacion presentamos:

m G Sne mittimo Maximo n
T. RECIDIVA 13.7391 6.9998 1.0321 5 s 46
(meses)
Diferencia maxima tedrica; 81772 (p<0.1) 0.1996 (p<0.05)
Diferencia méxima observada: 0.15074 (NO SIGNIFICATIVO)
PERCENTILES 2.5%=5.00 97.5% = 29.80
5%=5.80 95%=126.20
10%=6.00 90% =24.90
25%=9.00 T5% = 17.00

Conformidad de la distribucion del tiempo de recidiva con una curva de Gauss
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Distribucion acomulativa de los casos en funcién del tiempo de presentacion de
recidiva (independientemente del tipo de tratamiento recibido).

Si analizamos cémo se distribuye la frecuencia relativa acumulada de recidivas en
funcion del tiempo, se aprecia claramente como en la inmensa mayoria (alrededor del 90%)
de los casos que sufren recidiva, ésta se presenta dentro de los 2 afios de seguimiento;
habiéndose detectado aproximadamente la mitad de las recidivas durante los 12 primeros
meses.
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Estas observaciones coinciden con lo recogido en la bibliografia. Asi, distintos
autores han observado que con el empleo de Glucantime® como farmaco especifico
(100 mg/kg/dia en ciclos de 15-30 inyecciones) la presentacion de la recidiva se produce
antes de los 12-18 meses tras la remision (Giauffret ¢f al, 1976; Slappendel, 1988; Catarsini,
1989; Cairé et Font, 1991). Particularmente Ferrer (1992) encuentra un 75% de recidivas en
los 2 afios siguientes al tratamiento, administrando antimoniato de meglumine a la dosis
de 100 mg/kg/dia, en 2-3 ciclos de 15 dias con intervalos de descanso de 10 dias (Ferrer,
1992).

El hecho de que la mayoria de los casos que recidivan lo hagan entre los 6 y los 18
meses de seguimiento (en torno a un 70%), sugiere que los controles periédicos en los
animales tratados deberian ser especialmente considerados durante este intervalo de tiempo.

Segun las respuestas a la encuesta realizada entre los veterinarios de pequefios
animales de la Comunidad de Madrid, las recidivas se presentarian en un periodo de 3 a
13 meses dependiendo de la fase de la enfermedad en que se diagnostique el caso. Asi,
los perros tratados en fases avanzadas recidivan en torno a los 3 meses, los casos en
fases de estado lo harian en 7.5-9.3 meses y los que se encuentran en fases iniciales entre
los 11 y los 14 meses post-tratamiento (Tesouro et al, 1995¢).

Aunque, en principio, no llegamos a encontrar diferencias significativas en el
tiempo de recidiva segun la fase de la enfermedad, el estudio de supervivencia llevado a
cabo con la muestra global y que abordaremos mas adelante si permite encontrar esta
asociacion cuando se consideran las tasas acumulativas de permanencia en remision (libre
de recidiva) en funcién del tiempo.

En los ultimos afios muchos autores han incluido el alopurinol en sus protocolos
terapéuticos (Liste ef Gascén, 1995; Vercamen ef De Deken, 1995; Lester ¢ Kenyon, 1996),
generalmente asociado a otros farmacos especificos frente a la enfermedad (Tesouro et al,
1995¢; Denerolle, 1996; Ferrer, 1997h). Recientemente, ademas, Ginel y col. (1997) han puesto
de manifiesto la capacidad de este andlogo de las purinas para disminuir y retrasar la aparicion
de recidivas (Ginel & al, 1997).

En esta linea, Ferrer (1997a) ve reducida la tasa de recidiva (menos del 50%) en los
dos afios post-tratamiento asociando el Glucantime® (75 mg/kg/dia en ciclos de 1 mes) a
alopurinol (20 mg/kg/dia durante un minimo de 6 meses) (Ferrer, 1997a) con respecto al
empleo del antimonial solo (Ferrer, 1992).

Los clinicos de nuestra comunidad también parecen retrasar sensiblemente la recidiva
(alrededor del doble de tiempo) cuando aplican ambos firmacos conjuntamente (Tesouro ef 4/,
1995¢). Por el contrario, Ribera y col. (1996) no detectan este efecto profilactico del
alopurinol en pacientes VIH positivos con leishmaniosis (L.infantum) (Ribera et al, 1996). De la
misma forma, en nuestro estudio este efecto tampoco ha podido ser constatado
estadisticamente (tabla RIV.A9).
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Insistimos en que el alopurinol solo fue administrado hasta alcanzar Ia remisién vy,
segun se desprende de la bibliografia, este efecto se conseguiria cuando su administracion se
prolonga durante largos periodos de tiempo o a intervalos regulares de forma permanente tras
la remision (Ginel e al, 1997; Ferrer, 1997a),

V.B -. PERIODOS DE REMISION

Aunque los intervalos de seguimiento en los perros que permanecen en remision es
variable, considerando los dos estudios conjuntamente, ¢l promedio (17.2 meses) v la
mediana (calculada en 14 meses) de este tiempo de seguimiento superan el promedio de
tiempo de presentacion de las recidivas observadas, lo que podria sugerir que la mayoria de
¢stas habrian sido detectadas de haberse producido.

Si analizamos con detalle la distribucion de los tiempos de seguimiento de los
animales que no recidivan comprobamos que si bien existe un importante nimero de casos
que se pierden a lo largo del primer afio (28 casos), la mitad de ellos superan los 14 meses de
seguimiento y mas de un 25% de los casos los dos afios (incluso en un 10% de los perros el
tiempo de supervision sobrepasa el tiempo maximo observado de presentacion de recidiva, es
decir, los 35 meses) como se muestra en la siguiente figura:

72

60

48

meses

24

12

n?de casos n®de casos
libresde recidiva con reddiva

Distribucion de los casos que permanecen et remision en fancion del tiempo de seguimiento
y de los casos que recidivaron en funcién del tiempo de presentacion de recidiva
(independientemente del tipo de tratamiente recibido).
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Pocos son los trabajos recogidos en la bibliografia que analizan las tasas y los
tiempos de permanencia en remision tras la instauracion del tratamiento.

Algunos autores sefialan el nimero o porcentaje de casos que no presentan recidivas
en todo el tiempo de seguimiento de su estudio. Asi, Catarsini (1989) estima la tasa de
permanencia en remision en un 25-30% de los perros seguidos durante 2-3 afios o mas
(Catarsini, 1989). Lamothe (1997) administrando una dosis total de anfotericina B > 6mg/kg
alcanza una proporcion de permanencia en remision de mas del 95% durante el primer afio de
seguimiento (Lamethe, 1997a).

Otros autores describen el tiempo de supervivencia (en sentido estricto) de los
animales tratados, pero no detallan el nimero de recidivas ni la frecuencia con que éstas
aparecen y tampoco indican los tratamientos administrados durante este tiempo (Slappendel,
1988; Tesouro et al, 1995¢).

Sin embargo y hasta lo que nosotros sabemos, no hay ningin trabajo sobre el
tratamiento de leishmaniosis canina que realice un estudio de analisis de la supervivencia,
teniendo en cuenta los datos incompletos (“‘censored data’), es decir, los casos perdidos.

Tanto en el estudio retrospectivo como en el prospectivo nos planteamos estudiar la
funcion de supervivencia entendiendo esta como la permanencia en remision, es decir, la no
presentacion de recidivas, tras dar por finalizado el tratamiento. Los intervalos de tiempo
considerados al igual que para la recidiva vienen calculados desde el inicio de la terapia.

En nuestro primer estudio, al comparar por el método de Kaplan-Meier las curvas de
supervivencia de los grupos que recibieron dosis altas y dosis bajas de Glucantime® se
comprueba la ausencia de diferencias significativas entre las dos distribuciones (tabla
RIV.B.a)

Lo mismo ocurre cuando se comparan las curvas estimadas para los grupos tratados
con dosis similares de antimoniato de meglumine por via SC versus ™M (P.IV.B.a).

Esta paridad en los resultados de los dos estudios sugiere una distribucion de
supervivencia similar para ambos y, de hecho, el anlisis recogido en la grafica expuesta a
continuacion, nos permite confirmar que las tasas de recidiva (globales), en este caso
representadas por su valor opuesto como tasas de permanencia en remision, no presentan
ninguna asociacion con el tratamiento administrado y, es mas, esta independencia se conserva
incluso cuando se considera la variable aleatoria tiempo y se comparan las tasas acumulativas
estimadas.
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La homogeneidad entre las curvas de supervivencia para los distintos protocolos de
tratamiento nos permite considerar a todos los casos (que alcanzaron la remision — #=116)
como si se trataran de una inica muestra y asi calcular la curva de supervivencia global:

~ - . p -~
Tasas de Supervivencia (Permanencia en Remision)
Acumulativa (error estdindar)
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Estudio de supervivencia {(permanencia en remision) para los tres tratamientos (G1/G1+Z,
G2/G2+Z y G1+Z-SC) conjuntamente.
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El estudio conjunto de los tres tratamientos permite valorar la tasa acumulativa
libre de recidiva, al afio y 2 los dos afios de seguimiento, en un 73.2% y un 49.6%,
respectivamente. Ademas, comprobamos que al menos un porcentaje considerable de casos,
en torno a un 35%, no van a presentar recidiva dentro de los 3 primeros afios de seguimiento,
tasa que se mantiene constante hasta casi 5 afios. Esto significa que ninguno de los casos que
supera los tres afios de permanencia en remisién va a presentar recidiva en los dos afios
siguientes. Podria, entonces, admitirse que los animales que permanecen en remision durante
tanto tiempo estan clinicamente curados.

Seria interesante comprobar si los perros que superan los tres afios de supervision en
un estado de curacion clinica, se acompafian del blanqueo parasitologico, aunque
evidentemente esto resultaria muy dificil de confirmar.

Alvar y col. (1994) sefialan que tras la administracion de un tratamiento algunos
animales recobran la capacidad de infectar a los flebotomos, incluso cuando éstos permanecen
asintomaticos, corroborandose la imposibilidad de lograr la curacion parasitologica en todos
estos casos (Alvar ef al, 1994). Hay que tener presente, sin embargo, que en este estudio el
protocolo de tratamiento empleado se limitdo a 20 dias vy, si bien los animales mejoraron
clinicamente, no todos ellos alcanzaron los criterios de remision exigidos en este estudio.

En nuestra opinion habria que precisar las caracteristicas inmunitarias de los casos
que tras una respuesta favorable al tratamiento presentan recidivas y de los que no recidivan,
asi como de los animales que mantienen la capacidad infectante y de los que no, ya que estas
caracteristicas inmunitarias podrian ser la clave. En este sentido, se ha constatado que algunos
animales introducidos en un foco endémico y, por lo tanto, expuestos a la infeccion natural e
incluso perros experimentalmente infectados con L.infanfum no desarrollan la enfermedad
{Berenger, 1988; Vidor ¢ al, 1991; Killick-Kendrick e al, 1994; Pinelli et al, 1994a).

Como se recoge en la bibliografia, el padecimiento o no del proceso estaria
intimamente relacionado con la respuesta inmunitaria de cada individuo (Pearson et al, 1983;
Killick-Kendrick ¢t al, 1994; Pinelli et al, 1994a; Pal e al, 1995). ;Seria posible que estos casos que
no desarrollan recidivas hubieran alcanzado un sfafus inmunitario similar al de los perros que
se muestran resistentes a la infeccion?.

El analisis de supervivencia, para toda la muestra que alcanz¢ la remision, lo
completamos considerando algunas variables nominales tales como el sexo, la edad y la
fase de la enfermedad en el momento del diagnostico. La comparacion de las curvas de
permanencia en remision estimadas por ¢l método de Kaplan-Meier permite aceptar la
ausencia de relacion del sexo y de la edad con la distribucion en el tiempo de las tasas de
permanencia de remision (y, por tanto, con las tasas de recidiva):
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Sin embargo, cuando consideramos la fase de la enfermedad en que se hallaban los
casos en el momento del diagnostico, las tres pruebas cstadisticas aplicadas si reflejan
diferencias significativas (p<0.05) entre la distribucion de las tasas acumulativas de la serie en
fase inicial y en fase de estado, resultados que se exponen a continuacion.
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Segun nuestros resultados, comprobamos como la tasa estimada de permanencia en
remision supera el 58% en los casos tratados en fase inicial a los dos afios de seguimiento,
tiempo a partir del cual no se observa ninguna recidiva en este grupo de animales. Por el
contrario, en los animales diagnosticados en fase de estado la tasa estimada de permanencia
en remision para los dos afios cae por debajo del 45%, pudiéndose detectar posteriormente
recidivas, disminuyendo la tasa estimada de permanencia en remision hasta valores por
debajo del 30% a partir de los tres afios de seguimiento.

Es importante destacar que el analisis de supervivencia, al comparar las distribuciones
de las tasas acumuladas de permanencia en remision considerando las muestras globalmente,
consigue establecer una diferencia significativa segun la fase de la enfermedad, diferencia que
se mostro como casi significativa cuando se compararon los porcentajes de remision (o de su
inversa, recidiva) de las distintas muestras por separado.

Estas observaciones rechazan la practica llevada a cabo por ciertos autores de no
tratar la enfermedad en los asintomaticos (Roze et Pages, 1994) y apoyan la idea, sostenida por
otros, de que los animales deben ser tratados en fases iniciales de la enfermedad y
periodos de incubacion (Mancianti ef al, 1986; Gradoni et al, 1988), no sOlo por las razones
sanitarias clasicamente esgrimidas, sino también porque la eficacia terapéutica es mejor
(Berenger, 1988; Tesouro et al, 1992a; Alvar ef al, 1994) e, incluso, la permanencia libre de recidiva
va a ser mayor (Mancianti et al, 1988; Tesouro et al, 1995¢) que en los animales sometidos a
terapia en fases mas evolucionadas (Bergeand, 1988; Tesouro et al, 1995¢).

V.C -. EVOLUCION DE LOS CASOS QUE
PRESENTAN RECIDIVA

Como se comentd al exponer los resultados de este apartado en los estudios
retrospectivo y prospectivo el reducido tamafio de las muestras, la heterogeneidad en las
medidas adoptadas en los casos que presentaron una recidiva v las diferencias en los tiempos
de supervisidn hicieron necesario describir la evolucidn de, practicamente, cada uno de ellos
por separado. Por ello, resulta dificil hacer deducciones acerca de la evolucion de estos casos.
No obstante, queremos destacar y discutir algunos de estos resultados.

En primer lugar, nuestros datos estarfan de acuerdo con las observaciones de algunos
autores que mantienen que, tras la recidiva, la duracion del tratamiento para conseguir una
nueva remision seria menor (Groulade, 1983; Cairé ef Font, 1991). Efectivamente, en nuestro
estudio retrospectivo la serie de perros que presentan una primera recidiva y son sometidos a
un nuevo tratamiento muestran mejores respuestas a corto plazo y tasas de remisién (2°
remision) mas altas que las obtenidas tras el momento del diagnostico (tabla RTV.C.3). Estas
cifras podrian considerarse similares a las obtenidas con los perros diagnosticados en fase
inicial tras el primer tratamiento (tabla R.IV.C 4), lo que parece logico ya que el control
periédico de los animales permite detectar las recidivas precozmente. Giauffret y col. (1976),
Rodriguez y col. (1984) y Bergeaud (1988) (Giauffret e al, 1976; Rodriguez et al, 1984; Bergeaud,
1988) sostienen que, ademas, con tratamiento las recidivas serian cada vez menos graves y
mas espaciadas.
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Por el contrario, otros autores han observado peores respuestas o una menor
efectividad de la terapia tras la recidiva, tanto en medicina veterinaria (Lanotte et al, 1979;
Denerolle, 1996) como en medicina humana (Brycesson f al, 1985a), que podria ser consecuencia
de 1a seleccion de clones resistentes tras la estiboterapia (Grogl ef al, 1988;Gramiccia ef af, 1992;
Alvar e al, 1995).

En nuestro trabajo, aunque las tasas de segunda recidiva son mayores y los tiempos
de presentacion de las mismas algo mas cortos no llegan a mostrar diferencias significativas
con los observados para las primeras recidivas. Teniendo en cuenta el reducido nimero de
casos seria preciso realizar nuevos estudios para confirmar o descartar esta posibilidad.

Otro hecho que creemos de interés es la observacion de una evolucion espontinea
favorable en dos casos de nuestro estudio prospectivo, en concreto en dos hembras
gestantes, tras la primera recidiva. Aunque no hay evidencias de un efecto teratogénico por
parte del Glucantime® (Leonard ef Gerber, 1996) no se instaurd tratamiento alguno en estas
dos perras tras la deteccion de dicha recidiva.

Ciertos autores han puesto de manifiesto la influencia de la gestacion en la aparicion
de la recidiva (Caird e af, 1991; Varela, 1992). Los cambios en las concentraciones de las
hormonas sexuales podrian tener cierto peso tanto en la aparicion de la recidiva como en la
posterior recuperacion espontanea. La posibilidad de esta influencia hormonal ha sido
apuntada por Brabin y Brabin (1993) en un amplio trabajo de revisién acerca de distintas
enfermedades parasitarias. Las hembras podrian tener una respuesta mediada por células mas
activa que los machos. Esta ventaja se veria modificada durante la gestacion en la que, para
evitar el rechazo de los tejidos del feto, los aumentos en los niveles de estrogenos y
progesterona acturian para deprimir la respuesta celular. Se ha sugerido que niveles bajos de
hormonas como estrogenos, progesterona, LH, ACTH y prolactina podrian estimular la
actividad mononuclear, pero concentraciones elevadas de las mismas la deprimirian. Ademas,
se han documentado casos de mujeres que habiendo enfermado de kala-azar durante el
embarazo, se recuperan espontaneamente tras el parto (Brabin ef Brabin, 1992). En cualquier
caso hay que precisar que la infeccion durante la gestacion no conduce necesariamente a una
enfermedad severa (Varela, 1992; Brabin et Brabin, 1992).

Pensamos que si bien la evolucion natural y espontanea en la mayoria de los animales
que presentan una recidiva es hacia la agudizacion y agravamiento del proceso, al igual que
han sido mencionadas ciertas remisiones 0 curaciones espontaneas (Sinchez Botija, 1936;
Lanotte et al, 1979; Abranches ef af, 1991b; Tesouro et al, 1992b; Cabral et al, 1992; Killick-Kendrick et
al, 1994), esta posibilidad de recuperacion tras la recidiva (consecuente a situaciones de estrés,
etc. (Tesouro, 1994a)) podria darse en algunos casos.

Como nosotros, la bibliografia describe la presencia de cachorros muertos e, incluso,
de abortos y momificacion de fetos entre las camadas de las perras afectadas de la enfermedad
(Varela, 1992). En lo que se refiere a los cachorros vivos, el seguimiento de algunos de ellos
dio como resultado la obtencion de titulos de anticuerpos (IFI) especificos negativos,
coincidiendo con Berenger (1988) (Berenger, 1988). A pesar de ello, hay que tener en cuenta
que recientemente se ha detectado la presencia de parasitos en un cachorro de pocos dias de
edad (Mancianti ef Sozzi, 1995b) y que, en medicina humana, a menudo los necnatos no se
diagnostican de kala-azar hasta muchos meses después del nacimiento, por lo que la
transmision congénita podria estar infravalorada (Brabin et Brabin, 1992).

263



Por ultimo, dentro de este apartado, también parece interesante comentar la evolucion
de una perra que, a pesar de hallarse en fase inicial en el momento del diagnostico y de la
buena respuesta obterida con el primer tratamiento {con el que se consiguié la remision tras
un solo ciclo), presentd una recidiva a los pocos meses. Como sefialamos en el capitulo de
resultados (pég. 177), los numerosos ciclos de tratamiento aplicados a este paciente tras esta
primera recidiva no permitieron mas que algunas mejorias que se precipitaban hacia recaidas
cada vez mas graves.

Esta evolucion tan anomala (al menos en nuestra experiencia) podria estar relacionada
con distintos factores. Por un lado, de acuerdo con las sugerencias de Gramiccia y col.
(1992), seria posible que la resistencia se hubiera creado en el primer tratamiento (Gramiccia ez
al, 1992), aunque hay que tener en cuenta que la aplicacion de los ciclos tras la primera
recidiva fue muy irregular, lo que podria haber contribuido a la creacion de clones resistentes
(Grogl et al, 1989). La coincidencia de algunas de estas recaidas con la aparicion del celo hacen
sospechar de una de la enfermedad relacion entre los cambios hormonales y la mayor
susceptibilidad a la reagudizacion del proceso, debido a las modificaciones en la respuesta
inmunitaria (previamente comentadas) que podrian darse en tales situaciones. Las pruebas de
proliferacion linfocitaria realizadas en el Departamento de Patologia Animal 1 de nuestra
Facultad a partir de muestras de sangre de esta perra fueron siempre negativas lo que pone de
manifiesto una pobre respuesta celular, que podria haber sido determinante en la mala
evolucion de este caso (Iwobi f al, 1991; Nabers o Farrel, 1996; Piarroux et al, 1996).

VI - EVOLUCION DE LOS PARAMETROS
BIOPATOLOGICOS

Como se recoge en la revision bibliografica, el titulo de anticuerpos y el
proteinograma son dos de los parametros biopatologicos mas relevantes en la valoracion de la
respuesta terapéutica y en la decision de cesar y reiniciar la terapia (Giauffret et al, 1976; Lanotte
et al, 1979; Rodriguez et al, 1984; Groulade, 1988; Berenger, 1988; Euzeby, 1988; Tesouro ef al, 1992b;

Boze ef Pages, 1994; Ferrer, 1997h). _ _ _

Por esta razon quisimos estudiar con detalle la evolucion tanto del titulo de
anticuerpos como del cociente Alb/Glo en los perros que alcanzaron y mantuvieron la
remision, estableciéndose un tiempo maximo de seguimiento de un afio.

De acuerdo con nuestros objetivos nos proponiamos obtener las curvas que
determinaran la dindmica de ambos parametros para poder calcular sus ecuaciones, A partir
de las mismas, conociendo el titulo de anticuerpos y el cociente Alb/Glo inicial, se podria
estimar la cinética esperada de estos dos pardmetros en el caso de una respuesta favorable
(con los distintos protocolos de tratamiento aplicados) y, de esta forma, valorar la evolucion
observada en futuros casos clinicos.
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VI.A -. EVOLUCION DEIL TITULO DE ANTICUERPOS

Al revisar nuestros resultados destacamos, en primer lugar, como la dindmica del
titulo de anticuerpos muestra un descenso significativo en todos los grupos terapéuticos que
alcanzaron la remision, lo que contribuye a ratificar que la caida de las tasas de anticuerpos es
un buen indicador de una respuesta efectiva a la terapia (Giauffret f Tallercio, 1971; Dunan,
1978; Reitter ef al, 1985; Euzeby, 1988; Franc, 1993; Poli e al, 1997).

Como ha sido apuntado en los resultados, en algunos casos, tras la instauracion del
tratamiento y previamente a este descenso, se observa una ligera elevacién del titulo de
anticuerpos (en una o dos diluciones). Esta elevacion transitoria, también descrita por
distintos autores, se considera una respuesta inmunitaria exacerbada debida a la eliminacion
masiva de antigeno tras la destruccion de los parasitos inmediatamente después de iniciar la
terapia (Pospischil ef al, 1987; Pal ef al, 1995) y pensamos que podria haber sido detectada en
muchos mas casos si los controles serologicos se hubieran hecho de forma menos espaciada
en el tiempo. No obstante, Dunan (1978) comprueba que este pico de anticuerpos esta
ausente en un buen nimero de animales, especialmente en aquéllos con titulos iniciales muy
elevados (Dunan, 1978).

Coincidiendo con otros trabajos (Giauffret et Tallercio, 1971; Dunan, 1978) nuestro
estudio detallado sobre la evolucion de los titulos de anticuerpos revela la presencia de dos
periodos de descenso progresivo, uno mas pronunciado y otro de caida lenta hasta alcanzar,
en algunos casos, titulos considerados como negativos {(<1/50). Este tipo de evolucion es
particularmente evidente en los casos que reciben dosis altas de Glucantime® (IM o SC),
en los que la dindamica del titulo de anticuerpos se ajusta a una ecuacién logaritmica. En los
perros tratados con dosis menores (G2/G2+Z) estos dos periodos de descenso no son tan
evidentes y, de hecho, la ecuacion lineal es la que se ajusta con un mayor grado de correlacion
en este grupo de animales,

Al analizar las historias clinicas de los perros que alcanzaron la remision,
comprobamos que el titulo de anticuerpos llegd a descender por debajo del umbral de
positividad (dentro del primer afic de seguimiento e independientemente del protocolo
terapéutico empleado) en un nimero nada despreciable de casos, como se aprecia en la tabla
expuesta a continuacion:

TITULO < 1/50 TITULO < 1/50. - TOTAL REMISION
TRATAMIENTO _ n Y : N
|
G2G2+Z-IM 7 35 20
3
GUGLZ-IM 14 29.17 48
G1/G112-8C 15 3E25 48
TOTAL 36 3103+ 429 116
lL 1:0.226 ghi2 p=0.8937 ]I
R ok

Diistribucién de los casos (frecuencias absolutas y refativas) en los que el titudo descendio
por debajo del umbral de positividad en funcién del tratamiertto recibido.
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Estas curaciones serolégicas se obtienen con una frecuencia significativamente
superior en los perros que parten con titulos bajos (<1/800), caracteristica de nuestro grupo
de animales asintomaticos y en fases iniciales, que en aquéllos en fase de estado de la
enfermedad, como se demuestra en la tabla siguiente (en este estudio estadistico no se tuvo en cuenta

la fase avanzada ya que de los 4 perros que remitieron en ninguno de cllos el titulo liego a descender por debajo
del umbral de positividad):

:
TITULO < 1/50 TITULO < 1/50 TOTAL REMISION

| TRATAMIENTO " %+ 5 n
'

FASET 24 58.54 41

FASEE 12 16.90 71

FASE A 0 o 4

TOTAI, 36 1 31.03 + 4.29 116

Il x% 18792 gl:l p=1458E05

Distribucion de los casos (frecuencias absolutas y relativas) en los que el titulo descendié
por debajo del umbral de positividad en funcién de 1a fase de la enfermedad.

Estos resultados apoyan una vez mas la practica de tratar los casos en fases
tempranas de la enfermedad (Gradoni et af, 1988; Berenger, 1988). Si bien el hecho de haber
alcanzado una serologia negativa no excluye, segim nuestros resultados, la posibilidad de una
futura recidiva (;reinfeccion?) (7 casos), la mayor parte de estos animales (29 casos) se
mantienen en remision y la tasa de anticuerpos no supera el umbral de positividad durante
todo el tiempo de seguimiento, que es variable y que recogemos en la siguiente tabla:

I TRATAMIENTO I[ <12 MESES ] 12 24 MESES ] >4 MESES

I N

Distribucitn de los casos libres de recidiva en los que el titulo descendid y se mantuvo
por debajo del umbral de positividad en funcién del tiempo de segunimiento.,

NUMERO DE CAS0S

R S——

En resumen, la proporcién de animales que llegan a alcanzar titulos considerados
como negativos durante el primer afio de seguimiento, con respecto a la muestra global de los
casos que remiten, es del 31.03%, tasa que concuerda con las obtemdas por Berenger
(1988) (23%) y Denerolle (1996) (32%) aplicando tratamientos a base de Glucantime®
mucho mas prolongados que los nuestros (Berenger, 1988; Denerolle, 1996) y que discrepa de
las publicaciones en las que se mantiene que los titulos rara vez se negativizan (Giauffret et al,
1976; Euzeby, 1988; Roze ef Pages, 1994) o en las que las tasas de negativizacién serologica son
netamente inferiores, como la sefialada por Bergeaud (1988) en perros tratados en fases
evolucionadas de la enfermedad (18.6%) (Bergeaud, 1988) o con la obtenida (paradojicamente}
por Denerolle (1996) cuando asocia al tratamiento antimonial la administracion indefinida de
alopurinol (7.8%) (Denerolle, 1996),

266



VLB -. EVOLUCION COCIENTE ALBUMINA/GLOBULINAS

Como ha sido comentado, la presencia constante de alteraciones en las
proteinas plasmaticas en el curso de la leishmaniosis canina y su normalizacion en el caso de
una respuesta favorable a la terapia, hacen del proteinograma un parametro esencial a la hora
de realizar el seguimiento de los casos (Giauffret ef af, 1976; Rodriguez ef al, 1984; Groulade, 1988;
Martinez et Lloret, 1992; Carrera ef al, 1996; Denerolle, 1996; Ferrer, 1997ba). De hecho, en perros
experimentalmente infectados, se ha observado que dichas alteraciones comienzan a
restablecerse a los pocos dias de iniciar la terapta (Vitu & af, 1973) y su normalizacion se
consigue dentro de los 3 meses post-tratamiento (Vitu e al, 1973; Reiter e al, 1985). Entre los
valores que proporciona el proteinograma, probablemente €l cociente Alb/Glo es el
parametro mas representativo para €l estudio de la evolucion de las proteinas plasmaticas, ya
que no existe un trazado electroforético tipico de la leishmaniosis canina (Vitu et af, 1973;
Giauffret et al, 1976).

Nuestros resultados reflejan que el proteinograma tiende a normalizarse tras un
tratamiento efectivo con una mejoria muy evidente durante el primer trimestre, si bien la
rapidez con que se logra dicha normalizacion va a depender del cociente Alb/Glo
inicial, intimamente relacionado con el grado de afeccion (fase de la enfermedad) del paciente
en el momento de instauracion de la terapia. Asi, cuanto mas bajos fueron estos valores
iniciales mayor fue el tiempo necesario para conseguir su normalizacion.

El analisis estadistico demuestra que en los grupos de nuestro estudio (considerando
cada protocolo de tratamiento por separado) la evolucion del cociente Alb/Glo se ajusta, con
unos coeficientes de correlacion altarente significativos, a una curva de tipo potencial. No
obstante, en alguno de los grupos sometidos al tratamiento G2/G2+Z la dinamica del cociente
Alb/Glo se ajusta mas significativamente a una recta (tabla RV.B.2 y figuras RVBay
R.VBDb).

Esto sugiere que el grado de respuesta terapéutica mantiene una estrecha relacion con
el tipo de tratamiento administrado, de manera que los perros tratados con dosis mas altas
de Glucantime® (tanto por via SC como IM) recuperan el perfil normal de las proteinas
plasmaticas antes que aquellos sometidos a dosis mas bajas del antimonial. Esto es
particularmente cierto cuando el cociente inicial es inferior a 0.4, ya que por encima de este
valor, la evolucion del cociente se ajusta a un Unico tipo de curva (potencial),
independientemente del tratamiento administrado (pag, 133).

Estas observaciones apoyarian la teoria (expuesta al discutir el mimero de ciclos
administrados hasta alcanzar la remision) de que los perros en fases de estado, que entre otras
caracteristicas presentan una marcada disproteinemia (m Alb/Glo = 0.39+0.2), precisan dosis
totales equivalentes de Glucantime® para llegar a la remision, retrasandose la normalizacion
del proteinograma cuando las dosis diarias son mas bajas. Igualmente, estas observaciones
reforzarian la hipotesis de que quizas en los animales diagnosticados en fases iniciales, en los
que los valores del cociente son mas altos (m Alb/Glo = 0.85+0.16), seria suficiente la
administracién de una cantidad total de antimonio equivalente a un ciclo de G2/G2+Z para
alcanzar la remision, ya que la normalizacion del proteinograma se produce de la misma
forma y en el mismo tiempo que cuando se administran dosis diarias mas elevadas del
antimonial.
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Al igual que con el titulo de anticuerpos, a partir de las ecuaciones de regresion
calculadas en nuestro estudio podemos estimar como se desarrolla la evolucion favorable
de uno de los principales parametros biopatologicos {cociente Alb/Glo) que se alteran en
el curso de la leishmaniosis canina y de esta forma valorar la respuesta al tratamiento en
los futuros casos clinicos.

Por ultimo, dentro de este apartado, nos parece interesante destacar que los perros
que presentan una disproteinemia marcada debido a una importante hipoalbuminemia son
los que mas dificilmente recuperan perfiles electroforéticos normales. En dos perros de
nuestro estudio prospectivo, que iniciaron la terapia con una afeccion hepatica, la
albuminemia no llegéd a normalizarse a pesar de haberse admitido su remision. Otra causa de
hipoalbuminemia pronunciada, presente en algunos casos, es una nefropatia (Kontos et
Koutinas, 1993) que puede persistir incluso cuando hay una buena respuesta a Ja terapia. La
proteinuria persistente en estos casos debe ser considerada durante el seguimiento para una
correcta interpretacion del cociente Alb/Glo (Cabassu, 1988b). Sin que podamos descartar la
posibilidad de una respuesta favorable en estas situaciones, particularmente en nuestro estudio
prospectivo los animales que presentaron al inicio del tratamiento un fallo renal respondieron
en su mayoria desfavorablemente y tan solo dos casos evolucionaron hacia el mantenimiento.
Estos dos perros no solo mantuvieron la hipoalbuminemia sino que, ademas, otras fracciones
del protemograma no llegaron a normalizarse por completo.

Asimismo, a la hora de interpretar el proteinograma debe tenerse siempre en cuenta,
la posible concurrencia con otras enfermedades que también provocan alteraciones en el
mismo, como la ehrlichiosis, que pueden ser la causa del retraso en la consecucion de un
perfil electroforético normal (Sainz ef &/, 1993; Nafiez-Torron ef al, 1996).

VI.C -. EVOLUCION DE OTROS PARAMETROS

En el estudio prospectivo, tuvimos la oportunidad de estudiar la evolucion del resto
de los parametros biopatologicos en los perros que alcanzaron la remision y mantuvieron ésta
a lo largo de un afio.

Tras una terapia efectiva no solo van a remitir los sintomas sino que también se
produce una normalizacion de las alteraciones analiticas (Kontos ¢ Koutinas, 1993; Roze ef Pages,
1994; Tesoure e al, 195¢; Ferrer, 1997b). Como ha sido comentado, en nuestro estudio
prospectivo todas las alteraciones biopatologicas (en sus valores medios) observadas en el
diagnostico desaparecieron en el momento de ia remision. La evolucion de estos valores
permanecieron, a partir de entonces, dentro de los limites fisiologicos. No obstante,
comprobamos ¢omo la practica totalidad de los parametros, aun dentro del rango fisiologico,
sufren variaciones significativas con el paso del tiempo.

El programa estadistico utilizado nos permiti6 analizar esta evolucion considerando,
ademas, un segundo factor (junto con el tiempo). Asi, dentro del grupo de perros que alcanzé
la remision, investigamos la posible influencia en la dinamica de los parametros biopatoldgicos
de una caracteristica valorada antes del inicio del tratamiento (fase de enfermedad), de una
caracteristica observada a lo largo del mismo (respuesta a corto plazo) y de una caracteristica
sobre el fitturo de los casos (recidiva).
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Esto ultimo nos parecia especialmente interesante ya que los estudios transversales
previamente realizados sobre la relacion de la recidiva con los parametros laboratoriales en
momentos concretos (tales como el de diagnostico y el de remision) se completaban
considerando longitudinalmente la funcion tiempo.

Asi, se comprobo la interaccion del tiempo con la fase y con la respuesta a corto
plazo en la evolucion de los parametros de la serie roja, de algunas fracciones del
proteinograma y del titulo de anticuerpos, interaccion que debe ser considerada para
interpretar y valorar la influencia de los factores de forma aislada. 1.a existencia de estas
interacciones sugiere la necesidad de separar los animales en distintas categorias, en funcion
de la fase de la enfermedad y en funcion de la respuesta a corto plazo, para poder estudiar y
caracterizar correctamente la evolucion de dichos parametros en los perros que van a alcanzar
la remision.

La interaccion entre dos factores cobra especial importancia cuando ésta anula la
influencia provocada por cada uno de ellos por separado como parece suceder entre el tiempo
y la recidiva cuando examinamos la evolucion de los linfocitos y de los eosinéfilos. En este
sentido, se confirma una distinta y caracteristica evolucion de estos dos parametros en los
animales que van a presentar recidivas y en los que no. Concretamente, los perros que sufren
recidiva presentan unos recuentos mas elevados de linfocitos y eosindfilos en el momento del
diagnostico. Esta observacion indica el posible papel prondstico de estas dos variables,
especialmente del recuento linfocitario, que més adelante trataremos.

Aun sin llegar a calcular la ecuacion de la curva que mas se ajusta a la evolucion de
cada parametro estudiado, su expresion grafica podria considerarse como un punto de
referencia para valorar la evolucion de futuros casos. El percentil de cada uno de estos
parametros en el que se encontrara un caso particular tratado con nuestro protocolo
terapéutico (G1+Z-SC) seria indicativo de su porvenir. Estas curvas también permitirian
valorar la eficacia relativa de otros protocolos de tratamiento.

VII - VALORACION PREDICTIVA DE LA
RESPUESTA TERAPEUTICA

Entre los principales objetivos que nos marcamos al realizar este trabajo fue la
obtencion de resultados que nos permitieran predecir el futuro de los perros con leishmaniosis
sometidos a terapia.

Muchas son las publicaciones en las que se analiza y discute el prondstico de los casos
pero casi siempre estos juicios hipotéticos sobre la evolucion de los casos clinicos se califican
cualitativamente. Actualmente, gracias a los avances informatico-estadisticos, que permiten
aplicar con réapidez y relativa sencillez métodos matematicos de calculo de probabilidades,
cada vez son mas las valoraciones cuantitativas que se van obteniendo sobre el porvenir
(pronostico) de los casos clinicos de una enfermedad determinada. Sin embargo y hasta lo
que sabemos, en lo que se refiere a la leishmaniosis canina no existe ningin trabajo de este
tipo.
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Las aportaciones de nuestro estudio de prediccion, aunque limitadas, irian
encaminadas a proporcionar respuestas concretas a las preguntas que se plantean sobre el
futuro de un caso de leishmaniosis canina en el que va a instaurarse un tratamiento, en
particular, cuando se emplea Glucantime® (asociado a Zylorie®) siguiendo el protocolo
empleado en el estudio prospectivo.

Mediante el empleo del analisis de regresion logistica, pudimos calcular los odds ratic
(probabilidades relativas) de los principales sucesos relativos a la evolucién de los casos
tratados. Dichos sucesos ya habian sido caracterizados previamente y se habian encontrado
miultiples relaciones con distintas variables (consideradas de forma aislada) en distintos
momentos. En este andlisis se trataba, por una parte, de seleccionar solo las variables que
proporcionaran conjuntamente informacion complementaria (desechando aquéllas que
aportasen informacin redundante) y, por otra, de cuantificar su influencia.

Somos conscientes de que los odds ratio obtenidos, dado el limitado tamafio de la
muestra de nuestro estudio, presentan unos intervalos de confianza relativamente amplios que
deberian ser reducidos con futuros trabajos. No obstante, consideramos que los valores
medios de estos odds ratio son lo suficientemente representativos y podrian constuir el
principio de este tipo de aportaciones.

Entre los sucesos planteados, la probabilidad de alcanzar la remision tras el
tratamiento es, sin duda, el mas frecuentemente valorado en la bibliografia consultada. Asi, la
gravedad del cuadro clinico es determinante en la emision del pronostico (Reusch et Reiter,
1987; Catarsini, 1988; Mancianti ¢f al, 1988; Slappendel, 1988; Cairé ¢ Font, 1991; Ferrer, 1992).
Efectivamente, en nuestro estudio este factor (representado por la fase de la enfermedad que
presenta el caso en el momento del diagndstico) fue la primera variable seleccionada por el
programa estadistico a la hora de calcular la probabilidad relativa de que se produjera o no la
remision.

Una vez descartada esta variable cualitativa del analisis multivariante, la probabilidad
de alcanzar la remision va depender fundamentalmente de los valores que presente el animal
(en el momento del diagndstico) en cuatro parametros biopatologicos, de entre todos los
considerados, y en el siguiente orden: urea, ALT, recuento de neutréfilos y titulo de
anticuerpos. Si tenemos en cuenta las variables que de forma aislada presentaron una
asociacion significativa con el suceso remision observamos como entre éstas la urea, la ALT y
el recuento de neutrofilos aportan informacion complementaria para predecir dicho suceso,
mientras que las variables albumina y cociente Alb/Glo, igualmente relacionadas con la
remision, son sustituidas por el titulo de anticuerpos con el que guardan una correlacion

significativa,

Las cuatro variables seleccionadas presentan una relacion inversa con la probabilidad
de alcanzar la remision. La presencia de un fallo hepéatico o renal (habitualmente evidenciados
por un un aumento patologico de la ALT o de la urea, respectivamente) han sido
reiteradamente sefialados como indicativos de mal prondstico (Slappendel, 1988; Cairé e Font,
1991; Ferrer, 1992). El analisis de regresion logistica no solo nos permite confirmar que estas
dos variables son las que mas decisivamente van a influir en el hecho de que se produzca o no
la remision sino que, ademas, es capaz de cuantificar tal influencia.
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Aplicando la formula 1 podemos precisar que a partir de 73 mg/dl de urea (cuando el
valor de la ALT esta en el limite fisiologico superior, es decir, 44 U/l) o a partir de 116 U/l de
ALT ({(cuando el valor de la urea esta en el limite fisiologico superior, es decir, 40 mg/dl} los
odds ratios obtenidos seran menores de 1 y, por tanto, a partir de estos valores la
probabilidad de alcanzar la remision sera menor que la de no alcanzarla.

El nimero de neutrofilos (absoluto) y el titulo de anticuerpos (inverso) (IF1) aportan
informacion adicional en esta relacion. Aunque no hemos encontrado minguna referencia
concreta acerca de la influencia de los neutrofilos en la consecucion o no de la remision, el
hecho de que a medida que aumenta el recuento de estos leucocitos disminuya la probabilidad
de que se consiga la remision, podria sugerir la existencia de complicaciones secundarias a
sobreinfeccion (Giauffret ef al, 1976; Groulade 1977; Cabassu, 1988b), que podrian dificultar una
respuesta efectiva al tratamiento. El valor pronostico del titulo de anticuerpos ha sido muy
cuestionado y, de hecho, algunos autores mantienen que la tasa de anticuerpos no muestra
relacion con la gravedad del proceso (Dunan, 1978; Lanotte et al, 1979; Mancianti e al, 1988;
Abranches ¢t al, 19912; Vercamen et De Deken, 1996; Denerolle, 1996) y, por extension, con la
respuesta terapéutica (Ferrer e al, 1995).

Sin embargo, como ya ha sido sefialado en distintos apartados del presente trabajo, el
titulo de anticuerpos se muestra como un parametro a considerar en el seguimiento de los
perros tratados (Giauffret ez Tallercio, 1971; Dunan, 1978; Reitter et al, 1985; Euzeby, 1988; Franc,
1993; Poli et al, 1997). Con respecto al momento del diagnéstico, el hecho de que se hallara una
asociacion entre titulos de anticuerpos mas bajos que la media, el cuadro asintomatico y la
fase nicial de la enfermedad, junto con la mejor respuesta terapéutica observada en este
grupo de animales, podria explicar la seleccién de la tasa de anticuerpos como factor de
riesgo en la probabilidad de que se alcance o no la remision.

Utilizando la formula 2, podemos determinar la probabilidad de que se consiga o no la
remision en funcion de la fase de la enfermedad en que se instaure el tratamiento. Para
calcular estos odds ratio y a modo de gjemplo tomamos los valores medios de las variables
seleccionadas como factores de riesgo (urea, ALT, neutrofilos y titulo de anticuerpos)
obtenidos en el momento del diagnodstico dentro de cada una de las fases de la enfermedad:

FASE O.R. PROBABILIDAD DE REMISION
(%)
FASE] 71.82 98.63
FASEE 2077 96,75
FASE A 0.037 3.57

Entre los casos que alcanzan la remision los que estan en fase de estado son los que
presentan una mayor vanabilidad en la respuesta a corto plazo a la terapia. Por tal motivo,
nos propusimos calcular, en este grupo de animales, la probabilidad relativa de obtener una
respuesta favorable frente a una muy favorable,
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Teniendo en cuenta que todos los animales incluidos en este anlisis de regresion
logistica van a remitir, resulta 16gico que €l programa descarte las variables que actiian como
factores de riesgo en la consecucion o no de la remision. En cambio parece razonable que
seleccione, de entre el resto de los parametros biopatoldgicos, alguno de los que presentaron
relacion con el tipo de respuesta a corto plazo cuando se caracterizd ésta (por ejemplo,
alguno de la serie roja). En particular, el numero de globulos rojos es el que aporta mejor
informacion para pronosticar este tipo de respuesta. Este posible valor pronéstico de la serie
roja, como ha sido sefialado, ya fue sugerido por Gascon (1994) (Gascén, 1994).

Entre las posibles variables que pudieran verse implicadas en la probabilidad de
presentacion o no de efectos colaterales en el curso del tratamiento, el analisis multivariante
selecciona sdlo la concentracion de o-globulinas. Aunque las fluctuaciones observadas en los
casos de leishmaniosis quedan mayoritariamente englobadas dentro del rango fisiologico, una
elevacion de esta fraccion de globulinas parace ser una constante de los perros que van a
presentar efectos secundarios, como previamente habiamos puesto de manifiesto en la
discusion de la caracterizacién de los efectos colaterales. En cualquier caso, somos
conscientes de las limitaciones de nuestro estudio ya que, debido a la variedad de efectos
colaterales que pueden presentarse en el curso del tratamiento con Glucantime® y alopurinol,
se hizo necesaria la agrupacion de todos ellos con el fin de llegar a alguna conclusion.

Una cuestion que a menudo plantean los propietarios de los perros enfermos que van
a ser sometidos a terapia es la que se refiere a la duracion y coste del tratamiento que se va a
aplicar. Por esta razon nos parecio interesante averiguar la probabilidad relativa de que un
animal vaya a recibir un ciclo o mas de un ciclo de tratamiento (G1+Z-SC) hasta alcanzar
la remision,

El test estadistico selecciona, entre todos los parametros considerados en el momento
del diagnostico, el cociente Alb/Glo y la concentracion de hemoglobina como factores con
valor predictivo. Logicamente en este estudio esperabamos la seleccion de alguno de los
parametros del proteinograma, ya que éste formaba parte de los criterios considerados para
dar por finalizado o prolongar el tratamiento. De entre las distintas variables del
proteinograma correlacionadas con el nimero de ciclos administrados para alcanzar la
remision, el test elige solo el cociente Alb/Glo, dado que el resto de las fracciones aporta
informacion redundante. Algo parecido sucederia con los parametros de la serte roja, ya que
aunque los tres se correlacionan con el nimero de ciclos administrados hasta la remision en el
analisis de regresion logistica solo queda seleccionada la hemoglobina.

Aplicando la formula 5 de nuestros resultados observamos que la probabilidad de
administrar mas de un ciclo de tratamiento hasta alcanzar la remision supera a la probabilidad
de administrar un solo ciclo, cuando el cociente Alb/Glo cae por debajo de 0.28. Si
consideramos los dos factores (cociente Alb/Glo y hemoglobina) (formula 6), una
concentracion de hemoglobina por debajo de 8.3 g/dl en el momento del diagnostico
pronostica igualmente la aplicacion de mas de un ciclo de tratamiento hasta alcanzar la
remision, cuando consideramos un cociente Alb/Glo de 0.5 (valor medio obtenido en el
momento del diagnostico en el grupo de animales que remite).
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Finalmente, a la hora de calcular la probabilidad de presentacion de recidiva en
aquellos animales que alcanzaron la remision, se consideraron los valores de las vanables en
dos momentos de nuestro estudio: el de diagnostico y el de remision.

Aunque en la caracterizacion de la recidiva (en el momento del diagnostico) se
detecta una asociacion significativa con cinco parametros biopatologicos (B-globulinas,
Alb/Glo, globulos blancos, linfocitos y eosinodfilos) el programa de regresion logistica
selecciona sélo uno de ellos, el recuento de linfocitos, como factor decisivo para predecir la
presentacion o no de la recidiva. Del mismo modo, en el momento de la remision, el nimero
de linfocitos se muestra como el parametro mas determinante en esta prediccion.

Si consideramos los dos momentos simultineamente, el numero de linfocitos
obtenido en el momento de la remision aporta informacion redundante por lo que queda
excluido como factor predictivo. En este caso, el recuento linfocitario inicial junto con el
valor de la concentracion de hemoglobina obtenido en el momento de remision permiten,
aunque éste Gltimo en menor medida, calcular la probabilidad de recidiva.

Como se recoge en el capitulo de revision bibliografica, multiples estudios sobre la
inmunopatologia de la leishmaniosis han dejado constancia del papel que juegan los linfocitos
en la patogenia de la enfermedad. En nuestro estudio, los linfocitos (valorados exclusivamente
a través de su nimero absoluto) solo han sido asociados con el suceso de recidiva. Segin
nuestros resultados, el recuento linfocitaric no presentd relacién con ninguna variable
cualitativa o cuantitativa (si exceptuamos el numero total de globulos blancos} cuando
caracterizamos la muestra del estudio prospectivo.

Igualmente, cuando se caracterizaron las respuestas a corto y medio plazo, se
evidencio la ausencia de asociacion entre el tipo de respuesta y el recuento linfocitario y solo
cuando valoramos la respuesta a largo plazo el valor medio de linfocitos observado, tanto en
¢l momento de diagnostico y de remisién como el obtenido en los distintintos controles
realizados a lo largo de una evolucion de 9 meses de permanencia en remision, presentd una
asociacion significativa con el suceso recidiva.

En principio, esta relacion se justificaria facilmente si los animales que presentaron un
namero infertor de linfocitos hubieran sido los que presentaron un mayor porcentaje de
recidivas, interpretandose este menor recuento como una reduccion en el mimero de células
efectoras de la inmunidad celular. Sin embargo, nuestros resultados demuestran que esta
relacion es inversa, es decir, el grupo de animales en que presenta recidiva es el que muestra
un valor medio mas alto de linfocitos.

Analizando detalladamente la distribucion de los casos en funcion del recuento
linfocitario y la respuesta a largo plazo confirmamos que los animales que presentan
recuentos mas elevados de linfocitos son los que muestran una mayor proporcion de
recidivas:
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Distribucién de los casos que alcanzaron Ia remision (con el pretocele G1+Z-SC), en funcitn del recuento
linfocitario (obtenido en el momente del diagndstico) y 1a respuesta a largo plazo (recidiva si o no),

Efectivamente, vemos como todos los perros del estudio prospectivo con linfocitosis
en ¢l momento del diagnostico recidivaron. Pero ademas observamos que, dentro del grupo
de animales con recuentos normales de linfocitos, aquellos que mostraron unos valores mas
elevados presentaron una proporcion de recidiva mucho mayor. Por el contrario, los casos
con recuentos linfocitarios mas bajos permanecieron, en su mayoria, libres de recidiva durante
todo el tiempo de seguimiento.

Quizas en estos linfocitos podria existir un predominio de Ifa poblacion Th2
(poblacion que estaria involucrada en la susceptibilidad a la enfermedad (Cox ef Liew, 1992;
Bogdam e af; Pinelli et af, 1995)). Al ser esta poblacion responsable de la produccion de
linfoquinas (IL-4,IL-5 y IL-6) que estimularian a los linfocitos B (Cox et Liew, 1992; Tizard,
1996b) cabria esperar un mayor titulo de anticuerpos en estos animales (relacién no
confirmada en este estudio). Por otro lado, ya que la IL-5 es considerada como un factor
importante en el crecimiento y diferenciacion de los eosinofilos (Cox ef Liew, 1992), también
cabria esperar que un predominio de linfocitos Th2 se acompafiara de unos recuentos altos
de eosindfilos. Aunque no se detecto eosinofilia en el grupo de perros dei estudio prospectivo
que presento recidiva, si se observd un valor medio inicial de eosindfilos significativamente
mas alto que en el grupe que pennanecm en remision durante todo el segulrmento lo que

apoyaria la hipotesis precedénte. - 7 T -

Como ha sido sefialado antes, en la caracterizacion de la muestra (7=61) no llega a
establecerse una correlacion significativa entre los recuentos de linfocitos y de eosinofilos. No
obstante, cuando limitamos la muestra a los 48 animales que remitieron, la correlacion entre
estos dos tipos de leucocitos alcanzo niveles de significacion (r=0.2884; p<0.05). La
existencia de esta correlacion podria explicar la exclusion de los eosindfilos como factor de
riesgo para el suceso recidiva (a pesar de estar asociados con €l) en el estudio de regresion
logistica, ya que la informacion que aportarian seria redundante.

Para dar respuesta a estas ultimas observaciones, seria necesario realizar
investigaciones mas profundas acerca del papel que desempeiian los distintos tipos de

globulos blancos y caracterizar la poblacion de linfocitos presente en sangre circulante, no
solo en el curso de la enfermedad sino también a lo largo del seguirmento tras la terapia.
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CONCLUSIONES






1* -, Las respuestas terapéuticas obtenidas a corto, medio y largo plazo con la
administracién de dosis diarias altas de Glucantime® (asociado o no a alopurinol) son
independientes de que el antimonial se aplique por via subcutanea o intramuscular.

2* -, La respuesta terapeutica a corto plazo depende de la dosis diaria de
Glucantime®, independientemente de que el antimomial se asocie o no a alopurinol,
estimandose un 58+4 3% de respuesta muy favorable cuando se administran dosis diarias
altas frente a un 29.4+7.8% de este tipo de respuesta empleando dosis diarias bajas del
antimonial.

3" -, La respuesta terapéutica a corto y medio plazo se muestra independiente de la
edad y del sexo vy, sin embargo, presenta una asociacion significativa con la fase de la
enfermedad, estimandose un 88.444.9% de respuesta muy favorable en fases iniciales frente a
un 14.346.6% de respuestas favorables en fases avanzadas.

4" -, Estimamos que en las fases de estado de la enfermedad el promedio de ciclos
hasta alcanzar la remision administrando dosis diarias bajas de Glucantime® es de 2.92+0.39,
mientras que con dosis diarjas altas es practicamente de la mitad (1.4+0.1), lo que supone la
administracion de dosis totales equivalentes de Glucantime® hasta alcanzar la remzsion,

5* -. Estimamos que la tasa media de remisién (con independencia de la dosis diania y
de la via de administracion del antimonial) se sitiia en el 70.3+3.6%.

6" -, El descenso del titulo de anticuerpos, la normalizacién del proteinograma y del
eritrograma, junto con el aumento en el recuento de linfocitos caracterizan la consecucion vy el
mantenimiento de la remision.

7* -. Estimamos que en el 3144.3% de los casos que alcanzan la remision tras la
estiboterapia se produce un descenso del titulo de anticuerpos (por inmunofluorescencia
indirecta) por debajo del umbral de positividad, durante el primer afio de seguimiento.

8" -. La tasa media de recidivas tras una terapia antimonial efectiva queda estimada en
un 39.6+4.5%, con un tiempo medio de presentacion de la misma de 13.7+1 meses.
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9" -. Las tasas acumuladas de permanencia en remision tras una estiboterapia efectiva
pueden estimarse, al afio de imciado el tratamiento, en un 73.2+4.6% vy a los dos afios en un
49.626.8%, siendo estas tasas significativamente mayores para €l grupo diagnosticado en fase
inicial que para el que parte en fase de estado de la enfermedad.

10* -, El estudio de regresion logistica llevado a cabo en el grupo tratado con
Glucantime®, via subcutanea v a dosis diarias altas, asociado a alopurinol determina que:

PRIMFRO -~ la concentracion plasmatica de urea y de ALT y, en menor grado,
el recuento de neutrofilos y el tituio de anticuerpos, en el momento de instaurar la
terapia, tienen un valor pronostico en la probabilidad relativa de que se consiga o no
la remision,

SEGUNDO - ante una respuesta favorable, la probabilidad relativa de recibir
uno o mas de un ciclo de tratamiento hasta la remision puede estimarse a partir del
valor del cociente alblimina/giobulinas y de la concentracion de hemoglobina
obtenidos en el momento del diagnostico,

TERCERO - la concentracion inicial de a-globulinas se muestra como un factor
de riesgo en la probabilidad relativa de que se desarrollen o no efectos colaterales
durante la administracion del tratamiento,

CUARTO - a medida que el recuento linfocitario, tanto en el momento del

diagnostico como en el de la remision, es mayor la probabilidad de que se presente la
recidiva aumenta.
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RESUMEN






El presente trabajo se compone de dos estudios acerca de la evolucion de la
leishmaniosis canina natural tras el tratamiento especifico de la enfermedad.

En el primer estudio (retrospectivo) se lleva a cabo una revision de 104
historias clinicas, pertenecientes a perros afectados de la enfermedad, en la que se valora
la respuesta terapéutica a corto (muy favorable, favorable, nula o desfavorable), medio
{remision si o remision no) y largo (recidiva si o recidiva no) plazo tras la administracion
intramuscular de uno o varios ciclos {20 inyecciones) de tratamiento a base de
antimoniato de meglumine (Glucantime®), siguiendo dos protocolos distintos en cuanto
a la dosificacion diaria (dosis altas: 100-150 mg/kg/dia o dosis bajas: 50-100 mg/kg/dia),
asociado o no alopurinol (Zyloric®) a dosis de 10-20 mg/kg/dia oral.

Nuestros resultados demuestran que la respuesta a corto plazo es mejor cuando
se aplican dosis altas del antimomial, con independencia de que éste se asocie o no a
alopurinol. Sin embargo, tras la repeticién de los ciclos de tratamiento se consiguen unos
porcentajes de remison y de recidiva similares con ambos protocolos. Entre las variables
consideradas, el sexo y la edad no muestran relacion alguna con la evolucion de los casos
tratados, mientras que la fase de la enfermedad en la que se instaura la terapia se asocia
de manera estadisticamente significativa con el tipo de respuesta observada, tanto a corto
como a medio y largo plazo.

Asimismo, en este primer estudio se analiza la dinamica de dos de los parametros
mas relevantes en el seguimiento de los perros tratados, el titulo de anticuerpos y el
cociente albumina/globulinas (Alb/Gle), a lo largo de un afio de permanencia en
remision.

El segundo estudio (prospectivo) consiste en un ensayo clinico sobre 61 casos de
leishmaniosis canina sometidos a un tratamiento antimonial (150 mg/kg/dia) por via
subcutanea, en ciclos de 20 inyecciones, asociado a alopurinol (10 mg/kg/12 h). Los
resultados indican que la efectividad del tratamiento a dosis altas de Glucantime® es
estadisticamente independiente de que el antimonial se aplique por via subcutdnea o
intramuscular.

En este estudio prospectivo se caracteriza cada una de las respuestas observadas (a
corto, medio y largo plazo) en funcion de distintas variables cualitativas (sexo, edad, fase de
la enfermedad, etc.) y cuantitativas (titulo de anticuerpos, proteinograma, hemograma, etc.).
Ademas, se analiza con detalle la evolucion de estos parametros biopatologicos tras un
tratamiento efectivo.
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Este estudio se completa con un analisis de regresion logistica capaz de seleccionar y
cuantificar la influencia de las variables que tienen valor predictivo sobre el future de los casos
tratados. Entre los parametros biopatologicos, los valores de urea y ALT, seguidos del
recuento de neutréfilos y del titulo de anticuerpos {en el momento del dagnostico), se
muestran como factores con capacidad predictiva en la probabilidad de que se alcance o no la
remision; la concentracion de g-globulinas (en el diagnostico) determina la probabilidad de
aparicion o no de efectos colaterales v el recuento linfocitario (tanto en el momento del
diagnostico como en el de la remision} actia como factor predictivo en la probabilidad de
presentacion o no de recidiva.

Por @ltimo, se realiza un estudio de supervivencia (permanencia en remision) en el
que se pone de manifiesto que las tasas acumuladas de permanencia en remusion pueden
considerarse iguales para los distintos tratamientos y significativamente diferentes segun la
fase de la enfermedad en la que se instaure la terapia, estimandose unas tasas de permanencia
en remision, a los tres afios de seguimiento, de un 58.4+12.6% para el grupo de perros
diagnosticado en fase inicial y de un 26.4+10.1% para los animales que iniciaron la terapia en
fase de estado de la enfermedad.
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SUMMARY






The present work is composed of two studies about the therapeutical response in
naturally agcuired canine leishmaniasis.

In the first study (retrospective) a review of 104 clinical cases treated with tow
different dosage regimens of meglumine antimoniate (Glucantime®), given intramuscularly
(IM) in one or more courses of 20 injections (high dosage regimen; 100-150 mg/kg s.i.d; low
dosage regimen: 50-100 mg/kg s.i.d) associated or not with allopurinol (Zyloric®) (10-20
mg/kg/day per 0s), is carried out. Qur results demonstrate that short-term response is better
when administrating the high dosage regimen rather than the low, independently of the
administration or not of allopurinol. Nevertheless, the percentage of remission is simmilar in
both groups (as a result of the treatment courses repetition). Among the different variables
considered in this study, age and sex are not related to the therapeutical response while the
stage of the disease in which therapy was started is significantly related to the short, medium
and long-term response. On the other hand, the evolution of antibody titre and
albumin/globulin (Alb/Glo) ratio during a one year period of remission is also assessed.

The second study (prospective) consists of a clinical trial over 61 cases of canine
leishmaniasis under meglumine antimoniate (Glucantime®), given subcutaneously (SQ) in
one or more courses of 20 imections (150 mg/kg s.i.d 10 d,10 d free, 10 d) in association with
allopurinol (Zyloric®) (10 mg/kg/12 h per os). Our results indicate that therapeutical
response degree, under a high dosage regimen of Glucantime®, does not depend on the route
(IM or SQ) of the antimonial administration. In this prospective study a characterization of
the short, medium and long-term therapeutical response, according to several qualitative (age,
sex, stage of the disease, etc) and quantitative (antibody titre, electrophoretogram,
hemogram, etc.) is performed. Furthermore, the evolution of these parameters after an
effective treatment are analyzed in detail.

This study is completed by a muitiple regression analysis in order to select and
quantify the influence of variables that are predicted values for the fiiture of the treated
patients. Among the biopathological parameters, urea and ALT levels, followed by PMNC
count and antibody titre act as risk factors in the probability of achieving the remission; -
globulin concentration acts as a risk factor in the probability of stde-effects presentation and
lymphocyte count acts as a risk factor in the probability of relapse after remission.

Finally, a survival distribution analysis showing that the relapse free cumulative
proportion are similar in ali therapeutical groups but signifficantly different according to the
stage of the disease, is performed. It is estimated that, among the dogs which achieve the
remission, 58.4+12.6% of the dogs diagnosed in initial stages and 26 .4+10.1% of those
diagnosed with established disease, remain relapse free three years after starting therapy.
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