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RESUMEN

La leishmaniosis es una zoonosis en la que distintas especies animales actlian como
reservorio del parasito. El perro es el principal reservorio de la enfermedad sufriendo
graves patologias que pueden llegar a ser letales en el animal. La leishmaniosis
canina es endémica es todos los paises de la Cuenca Mediterrdnea, aunque en las
Ultimas décadas ha comenzado a extenderse ademas por la zona norte de Europa. En
el momento actual no existe cura farmacolégica, ya que con los tratamientos actuales
(principalmente Glucantime® y alopurinol) se consigue reducir la carga parasitaria y
mejorar los sintomas clinicos de la enfermedad, pero después de un determinado
periodo de tiempo, se vuelven a producir recidivas. Por lo tanto, existe una necesidad
clinica en el mundo veterinario de desarrollar nuevos farmacos o nuevas
formulaciones de farmacos ya comercializados que sean capaces de mejorar la
evolucion de esta enfermedad en perros.

En la leishmaniasis, los pardasitos se acumulan preferentemente en los macréfagos del
sistema reticulo endotelial. En este tipo de enfermedad, es interesante vectorizar el
farmaco hacia el lugar donde se localizan los parasitos y por lo tanto, favorecer la
opsonizacion y fagocitosis de los farmacos administrados por parte de los macrofagos,
lo cual puede realizarse por medio de cambios en el estado de agregacion, tamafio de
particula e hidrofobicidad de las particulas que se vayan a administrar por via
intravenosa.

El uso de la anfotericina B se encuentra relegado a un segundo plano en el tratamiento
de la leishmaniosis canina, a pesar de ser el tratamiento de elecciébn en casos de
leishmaniasis visceral en humanos. Las formulaciones lipidicas comercializadas de
anfotericina B (AmBiome®, Amphocil® y Abelcet®) en el momento actual son las que
presentan un mejor perfil de seguridad en comparacion con la anfotericina B
convencional (Fungizona® o anfoterician B dimérica); sin embargo, el coste del
tratamiento es bastante elevado, limitando el uso de anfotericina B en el mundo
veterinario.

Por esta razén, el objetivo de esta tesis se ha centrado en la evaluacién
farmacocinética y farmacodinamica de una nueva formulacién de anfotericina B
poliagregada que sea segura y al mismo tiempo coste-efectiva con aplicacion a nivel
veterinario en el tratamiento de la leishmaniasis canina.

En los estudios farmacocinéticos realizados en perros Beagle sanos, se observé que

con la formulacion poliagregada aunque las concentraciones plasmaticas no fueron tan



elevadas como las obtenidas por el AmBisome®, sin embargo, se obtuvo un balance
beneficio/riesgo favorable, ya que se pudieron administrar dosis de hasta 10 mg/kg sin
que ser observados efectos adversos agudos en los Beagles y ademéas se
mantuvieron en el organismo concentraciones eficaces durante periodos de hasta 15
dias. Esto facilita establecer un régimen de administracion mas cémodo y no hace falta
una administracién diaria de dosis bajas como en el caso de la Fungizona® debido a
su nefrotoxicidad.

Ademés, se evalu6 el perfil farmacocinético de la formulacion poliagregada
encapsulada en microsferas de albumina. Dicha formulacién aunque parece que
permiti6 vectorizar mejor la anfotericna B ya que presentdé menor riesgo de
interacciones con farmacos que se unen a proteinas plasmaticas en un alto
porcentaje, sin embargo, presentd un balance beneficio/riesgo menor que la
formulaciéon poliagregada sin encapsular, debido al riesgo de producir reacciones
anafilacticas.

Con la administracion de tres dosis de 5 mg/kg cada quince dias de anfotericina B
poliagregada se mantuvieron concentraciones eficaces en el organismo siendo esta la
pauta elegida para comenzar los estudios de eficacia en perros infectados de forma
natural. Ademas, se incluy6 otra segunda pauta de tratamiento con dosis ligeramente
inferiores, que consistié en 4 mg/kg cada quince dias.

Con ambas dosis, se consiguio la reduccion de los sintomas clinicos (en torno al 40%)
al final del tratamiento, siendo las lesiones cutdneas las que mejoraron en mayor
medida en la mayoria de los perros objeto de estudio. Con la dosis de 5 mg/kg
ademas, se consiguié una reduccion de los titulos de anticuerpos mas rapida que con
la dosis de 4 mg/Kg.

En conclusién, la anfotericina B poliagregada es una formulacion sencilla de preparar,
coste-efectiva, facilmente escalable a nivel industrial y que es capaz de mejorar los
sintomas de la leishmaniosis canina pudiendo ser de gran aplicacion en el ambito

veterinario.



SUMMARY

Leishmaniosis is a zoonosis in which different animal species act as reservoir of the
parasite. The dog is the main reservoir of the disease suffering serious pathologies that
can become lethal in the animal. Canine leishmaniasis is endemic is all the countries of
the Mediterranean Basin, although in the last decades it has begun to spread also in
the northern part of Europe. At the present time, there is no pharmacological cure,
since the current treatments (mainly Glucantime® and allopurinol) reduce the parasitic
load and improve the clinical symptoms of the disease, but after a certain period of
time, recidives occur. Therefore, there is a clinical need in the veterinary world to
develop new drugs or new formulations of already marketed drugs that are capable of
improving the evolution of this disease in dogs.

In leishmaniasis, the parasites preferentially accumulate in the macrophages of the
reticulo-endothelial system. In this type of disease, it is interesting to target the drug to
the place where the parasites are located and by means favour of the opsonization and
phagocytosis of the drugs by the macrophages, which can be done thorugh changes in
the state of aggregation, particle size and hydrophobicity of the particles administered.
The use of amphotericin B is relegated in the treatment of canine leishmaniasis despite
being the treatment of choice of visceral leishmaniasis in humans. The commercially
available lipid formulations of amphotericin B (AmBiome®, Amphocil® and Abelcet®) are
those with a better safety profile compared to conventional amphotericin B (Fungizone®
or amphoteric B); however, the cost of treatment is quite high, limiting the use of
amphotericin B in the veterinary world.

For this reason, the aim of this thesis has focused on the pharmacokinetic and
pharmacodynamic evaluation of a new formulation of poly-aggregated amphotericin B
that is safe and at the same time cost-effective with veterinary application in the
treatment of canine leishmaniasis.

In the pharmacokinetic studies performed on healthy Beagle dogs, it was observed that
with the poly-aggregated formulation although plasma concentrations were not as high
as those obtained by AmBisome®, however, showed a favorable benefit / risk balance,
since the formulation could be administered up to doses of 10 mg / kg without being
observed acute adverse effects in the Beagles and in addition effective concentrations
were maintained in the organism for periods of up to 15 days. This makes easier to
establish a more convenient regimen of administration and does not require a daily
administration of low doses as in the case of Fungizone® due to its nephrotoxicity.

In addition, the pharmacokinetic profile of the encapsulated poly-aggregated

formulation in albumin microspheres was evaluated. Although this formulation appears



to have allowed better targeting of the drug (specially lower risk of interactions with
drugs that bind to plasma proteins in a high percentage), it presented a lower benefit /
risk balance than the free poly-aggregated formulation due to the risk of producing
anaphylactic reactions.

The administration of three doses of 5 mg / kg every fifteen days of poly-aggregated
amphotericin B led to effective concentrations that were maintained in the organism.
For this reason, this was the regime chosen for the pharmacodynamics studies in
naturally infected dogs. In addition, a second treatment regimen was included with
slightly lower doses, which consisted on 4 mg / kg every fortnight.

With both doses, a reduction in the clinical symptoms (around 40%) was achieved at
the end of treatment, being cutaneous lesions improved in most of the dogs under
study. At the dose of 5 mg / kg, a reduction in the antibody titles was achieved faster
than at the dose of 4 mg / kg.

In conclusion, the poly-aggregated amphotericin B is a simple, cost-effective
formulation that is easily scalable at the industrial level and is capable of improving the
symptoms of canine leishmaniasis and may be of great application in the veterinary
field.
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Revision bibliografica
MORFOLOGIA DEL PARASITO

Leishmania es un parasito polimdérfico que presenta dos formas, amastigotes en los
mamiferos y promastigotes en el vector invertebrado (Peters et al., 1987; Bafiuls et al.,
2007)

Los amastigotes miden aproximadamente de 2-4 um de diametro y se encuentran en
el interior de las células fagociticas de mamiferos, son ovoides e inméviles, tienen un
nucleo redondeado. El kinetoplasto de forma alargada se sitia adyacente al ndcleo, en
el extremo distal dentro de una bolsa flagelar se encuentra un diminuto flagelo, y

ademas en el citoplasma se observa el megasoma equivalente a un fagosoma.

Fig 1. Amastigotes de L.infantum
en una impronta de higado

Los promastigotes miden de 5-20 pm de largo y 1-4 pm de ancho se encuentran en el
intestino del mosquito. Presentan un nucleo central, un kinetoplasto y una bolsa
flagelar que contiene en este caso un flagelo alargado y grande (Bates & Rogers,

2004).

Fig 2. Promastigotes de L.infantum
en cultivo
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Ambas formas presentan las estructuras propias de un eucariota, con algunas
caracteristicas propias. Presentan una membrana plasmética tapizada por un
glucocélix formado por un conjunto de moléculas ancladas a la membrana a través de
estructuras glucosil fosfatidilinositol (GPI) (Englund, 1993), que estan relacionadas con
la capacidad de invasion del parasito. Las principales moléculas que forman este
glucocalix son una glicoproteina de 63 kDa (gp63) v el lipofosfoglicano (LPG).

La gp63, también conocida como leishmanolisina o metaloproteasa de superficie, es la
proteina mas abundante en los promastigotes de Leishmania (Yao et al., 2003) y en
menor proporcidn en los amastigotes.

Diferentes estudios han demostrado que la gp63 desempefia un papel crucial en la
fijacion y procesamiento del complemento, protegiendo a Leishmania en la entrada y
permanencia en las células hospedadoras (Joshi et al., 2002).

La abundancia y elevada actividad catalitica de este factor de virulencia (Kulkarni et
al.,, 2006) favorecen la diseminacion del parasito a medida que digiere los
constituyentes de la matriz extracelular del hospedador, como el colageno tipo IV, la
fibronectina o la laminina (McGwire et al., 2003).

Ademas, los fragmentos de la fibronectina procesada por la gp63 pueden proteger a
los parasitos dentro de los macrofagos, ya que atendan la produccion de
intermediarios reactivos del oxigeno y favorecen la proliferacion de los amastigotes
(Kulkarni et al., 2008).

Por otro lado, el lipofosfoglicano (LPG) es otro glucoconjugado, implicado en el anclaje
del parasito al macréfago y a las microvellosidades intestinales del insecto, y en la
inhibiciobn de la respuesta oxidativa y la produccion de 6xido nitrico por parte del
macréfago (Turco & Descoteaux, 1992). En el promastigote, esta presente en un
namero muy elevado de copias, mientras que es poco abundante en el amastigote.
Ademas, presentan un glucosoma, que es un organulo exclusivo de los

Kinetoplastidas que alberga las enzimas de las primeras etapas de la glucolisis y
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presenta cierta similitud con los peroxisomas y glioxisomas de los eucariotas

(Opperdoes & Michels, 1993).

ENCUADRE TAXONOMICO

La primera descripcion que se hizo de Leishmania fue publicada por Leishman en
1903, quien observo la presencia de una serie de cuerpos ovales dentro de las células
en la tincion de una puncién obtenida del bazo de un paciente. Este paciente era un
militar retirado que habia estado destinado en la India, y que habia ingresado en el
Hospital Netley, donde trabajaba Leishman, mostrando como sintomas, fiebre, anemia
y aumento del tamafo del bazo. Paralelamente, Charles Donovan confirmé estos
hallazgos en diversos pacientes en Madras (India). Ese mismo afio, Sir Ronald Ross
(director del Instituto Britanico de Enfermedades Tropicales), propuso el nombre de
Leishmania donovani para este protozoo (Bailey & Bishop, 1959).

La organizacion taxonémica se inici6 en 1916 basandose en criterios extrinsecos
como la ecobiologia, geografia, manifestaciones clinicas, vector, cultivo in vitro, y el
reservorio. Lainson y Shaw en 1979 propusieron la separacién taxonémica sub-
especifica, de los subgéneros, basandose en la localizacion en el intestino del vector:
hipopilaria, en la que el parasito se desarrollarian en el intestino medio y posterior del
vector (subgénero sauroleishmania), peripilaria para aquellos que tienen una fase de
reproduccion en la parte anterior, media y posterior del intestino (subgénero viannia) y
suprapilaria, los que no llega al intestino posterior, pero se multiplican en el intestino
medio antes de su migracion al intestino anterior (subgénero leishmania). (Lainson &
Shaw, 1987; Lainson et al., 1979).

Posteriormente, en la Ultima década del siglo XX, la clasificacion taxonémica se realizé
mediante el uso de analisis isoenzimatico, agrupando las especies en complejos con

zimodemas idénticos (Rioux et al., 1990).
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Actualmente, basandose en criterios moleculares, la clasificacion queda de la siguiente

manera (Bafiuls et al., 2007).

REINO PROTOZOA (Cavalier-Smith 2002, 2003)
SUBREINO BICILIATA (Cavalier-Smith & Chao, 2003)
INFRA-REINO EXCAVATA (Cavalier-Smith 2002)
SUPERFILO DISCICRISTATA (Cavalier-Smith 1993)
FILO EUGLENOZOA (Cavalier-Smith, 1981)
CLASE KINETOPLASTEA (Honigberg, 1963 stat. nov. Margulis, 1974)
ORDEN TRYPANOSOMATINA(Kent, 1880 stat nov. Hollande, 1952)
FAMILIA TRYPANOSOMATIDAE(Doflein,1901, Grobben, 1905)
GENERO LEISHMANIA (Ross, 1903)
SUBGENERO LEISHMANIA VIANNIA
donovani, tropica, major, braziliensis, guyanensis,

COMPLEJO

aethiopica, mexicana naffy, lainsoni

Tabla 1. Clasificacion taxondémica, basada en Cavalier-Smith, Honigberg, Vickerman,

Kent, Doflein y Ross, adaptado de Bafiuls et al., 2007.

CICLO BIOLOGICO

En el ciclo biolégico de Leishmania intervienen un hospedador vertebrado y otro
invertebrado. En el hospedador invertebrado se observan formas promastigotes
extracelulares en el epitelio intestinal de los vectores de la familia Phlebotominae. En
el hospedador vertebrado cambia su morfologia a amastigote, forma intracelular
obligada de las células del sistema fagocitico mononuclear.

Se han descrito aproximadamente 80 especies de insectos dipteros de la familia
Plebotominae como posibles vectores de Leishmania, sin embargo parece que
solamente 30 especies de 2 géneros tienen importancia clinica, Phlebotomus en el

viejo mundo y Lutzomyia en el nuevo mundo.
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Cuando un flebotomino hembra no infectado
con Leishmania pica en la dermis o
epidermis de mamiferos infectados con

Leishmania, ingurgita sangre con células

e : infectadas con amastigotes, estos se liberan
Fig 3. Phlebotomus, vector de Leishmania

en el estbmago del mosquito y se adhieren a

las microvellosidades de la pared luminal del intestino, después de un periodo
aproximado de 24 horas se observan algunas formas promastigotes prociclicos que
segregan quitinasa que les permite escapar de la matriz peritrofica e invadir el intestino
medio, donde se transforman en promastigotes nectomonados que infectan el intestino
medio y después de 48 horas cambian su morfologia nuevamente a promastigote
haptomona con capacidad de adhesion en las microvellosidades del epitelio intestinal
para finalmente madurar a promastigotes metaciclicos infectantes que se anclan
preferentemente en la hipofaringe y probéscide del mosquito, listos para infectar a un
nuevo hospedador vertebrado. El ciclo continua cuando este flebotomino infectado al
alimentarse lesiona la epidermis, dermis y vasos capilares del hospedador vertebrado,
produciendo un ligero hematoma en el mamifero, posteriormente ingurgita sangre y
regurgita desde la proboscide o intestino medio, entre 10 y 1000 promastigotes

metaciclicos, aproximadamente.
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Fig 4. Ciclo biolégico de Leishmania spp.
Tomado del Center for Disease Control. USA.
http://www.dpd.cdc.qgov/IDPDx/HTML/Leishmaniasis.htm

Estos promastigotes libres en el tejido dérmico se adhieren al macréfago
preferentemente por su flagelo, a continuacion penetran dentro del macréfago
probablemente como resultado de la fagocitosis 0 por invasion del propio parasito,
donde el macréfago intenta eliminarlo mediante la secreciéon de metabolitos derivados
de oxigeno, oxido nitrico, lisozimas, e hidrolasas lisosomales, pero Leishmania tiene la
capacidad de evadir la accion inmunoldgica inespecifica del macréfago
transformandose en amastigote, el cual queda englobado dentro de una vacuola
parasitéfora, donde se multiplica activamente, Cuando el macréfago esta repleto de
parasitos se rompe, y los amastigotes liberados son capaces de invadir otras células
fagociticas (Peters et al., 1987; Alvar-Ezquerra, 2001; Vannier-Santos et al., 2002;

Bates & Rogers, 2004).
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EPIDEMIOLOGIA

La Organizacibn Mundial de la Salud (OMS) considera que las leishmaniosis se
encuentran distribuidas en Norte y Sudamérica, Europa, Africa y Asia y que son
endémicas en las regiones tropicales y subtropicales de 98 paises. Segun esta misma
organizacién, la leishmaniosis constituye la segunda causa de mortalidad en el hombre
entre las enfermedades parasitarias, estimandose una prevalencia mundial de doce
millones de casos y se cree que la incidencia anual oscila entre 1,5-2 millones de
nuevos casos para las leishmaniosis cutaneas y 500.000 nuevos casos para la
leishmaniosis visceral (OMS, 2014).

En Europa se ha descrito una leishmaniosis zoonética visceral (LV) y cutanea (CL)
causada por L. infantum, que tiene al perro como principal reservorio; otra forma de
leishmaniosis cutanea antroponética causada por L. tropica, que se produce de forma
esporadica en Grecia. Y mas recientemente, se ha descrito L. donovani, considerada
como antroponética y que se ha identificado en Chipre, donde ha causado casos tanto
de leishmaniosis visceral como cutanea (Antoniou et al., 2008; Gradoni, 2013).

En Espafa, Leishmania infantum es la especie responsable, siendo la forma visceral la
manifestacion mas frecuente. De forma general afecta fundamentalmente a adultos
jovenes, asociandose en un 43% de los casos a estados de inmunosupresion,
existiendo en el 27,8% de los casos coinfeccién con VIH (Alvar et al., 1997; OPS,
2006).

Desde el afio 1996 hasta el 2011, en Espafa la incidencia media anual notificada
estuvo alrededor de 0,45 caso0s/100.000 habitantes. En este periodo, las mayores
cifras de incidencia se registraron en la Comunidad Autbnoma de Baleares, donde se
llegaron a alcanzar tasas de incidencia de 4,72 y 4,59/100.000 hab. en 2005 y 2006,
respectivamente. Durante ese periodo, otras comunidades autbnomas como Valencia,
Madrid, Andalucia o Catalufia mostraron tasas de incidencia superiores a la media. La

primera alcanz6 su valor maximo en 2003 con 0,70 caso0s/100.000 hab, Madrid en
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2004 con 0,59/100.000, Andalucia 0,65/100.000 hab. en 2007 vy, finalmente, Cataluiia
con 0,48/100.000 hab. en 2004. En los afios 2010 y 2011 se observo un incremento
significativo, como consecuencia de los casos notificados por la Comunidad de Madrid,
asociados al brote que ha estado teniendo lugar en municipios de suroeste de la
Comunidad (Amela et al., 2012). Este brote comenzé en julio de 2009 y hasta el
momento se han registrado cerca de 700 casos, afectando tanto a individuos

inmunocompetentes como inmunosuprimidos (Horrillo et al, 2015; Jimenez et al.,

2013).
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Fig 5. Areas endémicas y no endémicas de leishmaniosis en Europa. Fuente: WHO Regional
Office for Europe, 2014.

La leishmaniosis es una zoonosis en la que distintas especies animales actllan como
reservorio del parasito. El perro es el principal reservorio de la leishmaniosis causada
por L. infantum, (Gramiccia & Gradoni, 2005), sufriendo graves patologias que pueden

llegar a ser letales en el animal.
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La leishmaniosis canina es endémica es todos los paises de la Cuenca Mediterranea,
Espafia, Francia, Portugal, Italia, Grecia, Croacia, Albania, Chipre, Turquia y Malta
(Dujardin et al., 2008; Ready, 2017)

En los ultimos afios se ha producido un aumento de los casos de leishmaniosis canina
en el norte de Europa. Diversos autores consideran que la aparicion de estos casos se
debe al calentamiento global y a la contiglidad territorial que favoreceria la transmision
vectorial (Maia & Cardoso, 2015), pero también a la importacion y/o adopcién de
animales infectados desde paises endémicos (Ready, 2017) o a la posibilidad de que
exista una transmisién congénita (Naucke & Lorentz 2012). En estos paises
considerados tradicionalmente como no endémicos, la leishmaniosis canina ha pasado
a ser una enfermedad emergente (Antoniou et al., 2013).

Recientemente, diversos estudios han demostrado la presencia de Leishmania en
gatos, caballos y otros animales de compainiia, lo que supondria la necesidad de re-
orientar las formas de control y prevencion (Pennisi, 2015). Asi, en base a estudios
epidemiolégicos empleando técnicas seroldogicas y/o moleculares, se sabe que la
infeccidn en felinos es frecuente en areas endémicas pero inferior a la observada en
perros (Chatzis et al., 2014; Mir6 et al., 2014)

Ademas, el parasito se ha encontrado en animales salvajes, como lagomorfos (Molina
et al., 2012), roedores (Papadogiannakis et al., 2010; Helhazar et al., 2013),
murciélagos en Sudamérica (De Lima et al., 2008; Savani et al., 2010), chacales,
zorros, lobos, ginetas y linces (Mufioz-Madrid et al., 2013). Esta situacién parece
sugerir que existe un ciclo epidemioldgico silvestre independiente del que se produce

entre el perro y el hombre (Sobrino et al., 2008).

En nuestro pais se estima que el 1-37 % de los perros pueden estar infectados (Alvar

et al., 2004; Miré et al., 2008).
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Fig 6. La incidencia de la leishmaniosis canina varia de unas zonas a otras, dependiendo de
factores ambientales como son temperatura, humedad y situacion geogréafica. Tomado de Mird
et al., 2012.

La mayoria de los perros infectados con Leishmania no desarrollan sintomas clinicos o
alteraciones clinico-patolégicas. Los perros sintomaticos son en general seropositivos,
sin embargo, los perros que son portadores sanos 0 asintomaticos no suelen
desarrollar anticuerpos. Teniendo en cuenta que la mayoria de las encuestas
epidemiolégicas de leishmaniosis canina se suelen realizar mediante serodiagndstico,
la prevalencia real de la enfermedad es bastante mas elevada que la seroprevalencia
(Baneth et al.,, 2008). Asi, diversos estudios realizados en Espafia en los que la
seroprevalencia oscilaba entre el 10-26%, mostraron mediante técnicas de biologia
molecular una prevalencia de la enfermedad entre dos y tres veces superior (Solano-

Gallego et al., 2001; Fernadndez-Bellbn et al., 2008) y mediante la deteccion de
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inmunidad celular especifica se han detectado prevalencias de hasta un 65% (Cardoso
et al., 1998; Solano-Gallego et al., 2000).

A pesar de las prevalencias elevadas registradas por las distintas técnicas, el 90-95%
de los perros infectados por L. infantum no desarrollan signos clinicos ni alteraciones
clinicopatolégicas, siendo la prevalencia de la enfermedad frecuentemente inferior al

10% en regiones endémicas (Solano-Gallego et al., 2009).

PERROS EN ZONAS
ENDEMICAS

LEISHMANIOSIS CLINICA
Altamente positivos
J{Respuesta celular
PCR+

NO INFECTADOS
Seronegativos
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INFECTADOS “RESISTENTES” .

Respuesta inmune Thl iDESARROLLARAN LA
Serologia variable ENFERMEDAD?

TRespuesta celular Altamente positivos

PCR+/- dRespuesta celular

PCR+

Fig 7. Estados clinicos y tipo de respuesta immune en perros de zonas endémicas de

Leishmania infantum endemic infection area (Modificado de Solano-Gallego et al., 2009).
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TRANSMISION DE LA LEISHMANIOSIS CANINA

Los insectos de la subfamilia Phlebotominae, son los Unicos artropodos capaces de
ser vectores eficaces de la transmision de Leishmania spp.

Se han descrito mas de 800 especies de flebotominos, sin embargo, tan sélo 93 son
vectores, probables o probados, de Leishmania (OMS, 2014).

Los fleb6tomos se encuentran ampliamente distribuidos en regiones templadas del
planeta, y se han encontrado en los cinco continentes. Esta distribucion se puede ver
modificada en funcion de factores ambientales y ecoldégicos, detectansose
recientemente fleb6tomos en zonas consideradas como libres de estos insectos
(Ready, 2010)

Es suficiente un pequefio porcentaje de fleb6tomos portadores de L.infantum para
mantener la transmision en areas endémicas, asi, se ha detectado incluso una
transmision efectiva con un porcentaje de fleb6tomos infectados del 0,4% (Martin-
Sanchez et al., 2006).

El proceso de transmisién no solo depende de la densidad de poblacion de vectores,
sino de que coincidan en el tiempo con un elevado nimero de canidos (Quinnell et al.,
1997).

En los paises de la Cuenca Mediterranea las especies de Phlebotomus implicadas son
P.ariasi, P.perniciosus, P.negledtus, P.tobbi, P.kandelakii y P.balcanicus (Alten et al.,
2016).

En los paises mediterraneos la densidad de los vectores varia mucho, no solo segun
la zona, sino también de forma estacional, incluso no coincidiendo entre la misma
estacion en afos diferentes. Fenédmenos metereoldgicos locales, como el fuerte viento,
o la lluvia intensa reducen la produccién de huevos por los adultos y ademas la dureza
del invierno afectan al desarrollo de las larvas y por tanto al nimero de insectos que

aparecen en primavera (Alten et al., 2016).
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En zonas endémicas, los fleb6tomos son capaces de inocular entre 10-500
promastigotes junto con los metabolitos de la saliva en la dermis del hospedador (Maia
et al., 2011). Ademas, se ha podido determinar que un animal puede recibir cientos de
picaduras durante la noche (Gradoni, 2002), lo que hace aumentar enormemente la
probalidad de que se produzca la transmisién del parasito.

Diversos autores han seflalado la capacidad vectorial de otros artropodos
hematéfagos, como las pulgas de los gatos (Ctenocephalides felis felis), las garrapatas
(Rhipicephalus sanguineus) (de Morais et al., 2013; Paz et al., 2013) o mosquitos del

género Culicoides (Dougall et al., 2011; Slama et al., 2014).

MANIFESTACIONES CLINICAS

Una de las caracteristicas mas notables de las leishmaniosis es la diversidad de
enfermedades causada por agentes morfolégicamente similares. Esta diversidad no
esta totalmente explicada por la diversidad genética de los parasitos. Ademas, esta
generada en parte por la variedad en la respuesta del hospedador a la infeccion y en
parte por la restriccion de los parasitos a partes u organos especificos del cuerpo.

(Ashford, 2000; Alvar, 2001; Alvar et al., 2006)

Manifestaciones clinicas en el hombre

Las principales variedades clinicas de las leishmaniosis en humanos son las

siguientes:

e Leishmaniosis cutanea, causada por L. tropica, L. major, L. aethiopica, L.
mexicana, L. amazonensis, L. panamensis, L. guyanensis, L. peruviana o L.
braziliensis, pero puede ser causada por cualquiera de las especies de Leishmania
que infectan al hombre. Se caracteriza por una lesién cutanea simple, o
leishmanioma, en el sitio de la picadura del diptero. Normalmente es autolimitante,

aconteciendo como un problema trivial y no hay manifestaciones sistémicas.
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Leishmaniosis cutanea difusa, causada por L. aethiopica o L. amazonensis. Los
parasitos estan restringidos a la piel pero se distribuyen por toda la superficie
formando placas o nddulos. No hay respuesta humoral ni celular, es dificil de tratar
y puede durar el resto de la vida del paciente.

Leishmaniosis mucocutanea, causada normalmente por L. braziliensis. Después
de meses o afos de una lesion cutanea, los parasitos se metastatizan por via
linfatica hacia la oronasofaringe. Se forman lesiones nodulares que evolucionan a
lceras. Al final se perfora el tabique y se produce una deformacién de la nariz
llamada “nariz de tapir”. Otras veces la lesibn mucosa empieza en el paladar
blando con posterior destrucciéon de la Gvula.

Leishmaniosis visceral o Kala-azar. Parece estar ampliamente restringida a
niios en el caso de L. infantum, aunque a veces es menos dependiente de la edad
como en la causada por L. donovani. También afecta a individuos de todas las
edades que sufren enfermedades inmunosupresoras. En ambos casos, el curso de
la enfermedad se sabe que estd muy relacionado con el estado de salud del
paciente en el momento de la infeccién y diversos estudios han demostrado que la
malnutricion exacerba la infeccién por L. infantum. La infeccidon comienza en el sitio
de la picadura apareciendo a veces una lesién primaria o leishmanioma. En
ocasiones, puede ser simplemente una lesioén autolimitante sin que se produzca
enfermedad visceral. La forma visceral se desarrolla tipicamente después de un
periodo de incubacién variable y se acompafa por fiebre en grado irregular y
persistente. Una vez establecida la enfermedad, su desarrollo puede ser bastante
variable: los sintomas severos pueden ser muy agudos con progresion rapida de
enfermedad en dos semanas o la progresion puede ser insidiosa, casi sin notarse,
hasta que los sintomas abdominales se convierten en mas importantes. La
esplenomegalia es el signo mas notable; el bazo aparece muy agrandado y su
tamafno se enfatiza al ir acompafiado de caquexia. La hepatomegalia es menos

consistente y menos extrema, pero se presenta normalmente en caso terminales.
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El cuadro hematoldgico se altera considerablemente con anemia y leucopenia, que
son los cambios mas significativos.

e Leishmaniosis dérmica post-kala-azar (LDPK), estd causada por L. donovani,
después de la cura de una leishmaniosis visceral inicial y es caracteristica del
subcontinente indio, aunque se observa ocasionalmente en Africa oriental. No esta

asociada a la infeccién por L. infantum.

Fig 8. Diferentes manifestaciones de la leishmaniosis, de izquierda a derecha:

Cutanea, mucocutanea y visceral

Manifestaciones clinicas en el perro

En la leishmanioisis canina la gravedad del cuadro clinico es muy variable y va a
depender de diversos factores dependientes tanto del hospedador como del parasito,
como es la virulencia de la cepa causante de la infeccion, el tiempo de evolucién, los
6rganos afectados, la terapéutica aplicada pero especialmente el estado inmunitario
del animal. El periodo de incubacion es largo y puede oscilar entre varios meses e
incluso mas de un afo. (Manciati et al., 1988; Molina et al., 1994; Alvar et al., 2004).

Actualmente los perros infectados se clasifican segun la sintomatologia. Se habla de

perros con leishmaniosis clinica cuando el animal presenta signos clinicos y/o
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alteraciones clinico-patoldgicas y perros con infecciones subclinicas, portadores sanos
0 asintomaticos cuando no presentan signos clinicos al examen fisico ni alteraciones
clinico-patoldgicas en los examenes de laboratorio, pero se les ha confirmado la
infeccion por el parasito (Solano-Gallego & Baneth, 2008; Baneth et al., 2008)

Los principales hallazgos encontrados en el examen fisico son lesiones cutaneas,
linfoadenomegalia generalizada, perdida de peso progresiva, atrofia muscular,
intolerancia al ejercicio, disminucion del apetito, letargia, esplenomegalia, poliuria,
polidipsia, lesiones oculares, epistaxis, onicogriposis, vomitos o diarreas.

(Ciaramella et al., 1997; Baneth et al., 2008)

Fig 9. En los estados avanzados de la
enfermedad los sintomas mas
caracteristicos son la perdida de peso, la
atrofia muscular y la onicogriposis.

Sin embargo, es importante tener en cuenta que, en las areas endémicas, la aparicion
de uno solo de los sintomas sefialados debe ser motivo para realizar diagnéstico

diferencial con otras posibles causas (Koutinas et al., 1999).
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Los cuadros clinicos se pueden clasificar en dos grandes grupos: lesiones cutdneas
localizadas o generalizadas y los trastornos generales, con sintomas especificos e

inespecificos. (Mir6é & Molina, 2006; Paltrinieri et al., 2010).

Lesiones cutaneas

» Formas localizadas.

La leishmaniosis cutanea localizada se ha definido como un “chancro de
inoculacion”. Este chancro es la lesion cutanea primaria, producida por el vector en
el punto de inoculacién. Consiste en una lesién asimétrica apruritica, que aparece
a los 20 dias de la infeccion y que sufre una evolucién con tres fases clinicas
diferentes: eritemo-escamosa, ulcero-costrosa, de mayor tamafio que la fase
anterior, y lesion pre-cicatricial. La localizacién suele ser en zonas desprovistas de
pelo: trufa, pabellon auricular, labios, zona glabra del abdomen, etc.

La duracién media de la lesion es de seis meses, periodo durante el cual la mayor

parte de los animales son seronegativos.

» Formas generalizadas: coinciden con la diseminacion organica del parasito.

Pueden presentarse diversas formas clinicas (Ciaramella et al., 1997).

o Forma queratoseborreica: caracterizada por la aparicién de lesiones
alopécicas y descamativas difusas, generalmente simétricas vy
apruriticas. Inicialmente se localizan en la cabeza y en las
extremidades, extendiéndose progresivamente al resto del cuerpo.

o Forma nodular: apariciéon de n6édulos Unicos o multiples, ulcerados o no,
apruriticos e indoloros. Generalmente, de escaso tamafio, y localizados

con mayor frecuencia en zonas de la piel exentas de pelo.
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o Forma papulo-costrosa: menos frecuente. Se trata de una erupcion
generalizada, no pruriginosa, cuyas lesiones asemejan a una foliculitis

bacteriana, con pustulas estériles.

» Otras formas cutdneas son: hiperqueratosis nasales y plantares, perionixis y
onicogriposis y ulceraciones en las uniones mucocutaneas. Las lesiones
histopatologicas observadas a partir de biopsias de las lesiones cutaneas
corresponden, en la mayoria de los casos, a una dermatitis difusa de tipo

granulomatoso. (Font et al., 1996).

Trastornos generales

» Sintomas inespecificos:

- Adelgazamiento, astenia e inapetencia: originando en casos extremos caquexia
en el animal.

- Atrofia muscular: sobre todo facial (temporales y maseteros).

- Anemia no regenerativa.

- Linfadenomegalia localizada o generalizada, que es el signo mas
frecuentemente observado en los perros afectados, junto con la pérdida de

peso.

» Sintomas especificos:

- Alteraciones renales: el depésito de inmunocomplejos en los glomérulos
renales genera una glomerulonefritis, inicialmente de caracter agudo y
reversible, pero que a medida que la enfermedad avanza, puede evolucionar a
una glomerulonefritis intersticial con alteracion de la membrana basal y de los
glomérulos, instaurandose una insuficiencia renal, con un incremento de la

urea y creatinina en sangre, proteinuria grave y anemia. Este cuadro clinico, de
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mal prondstico, suele ser la causa mas frecuente de muerte en los animales
con leishmaniosis.

Alteraciones hepaticas: la presencia de parasitos en el higado da lugar a una
hepatitis de caracter granulomatoso, con un incremento de las enzimas
hepéaticas y una sintomatologia tipica consistente en vémitos, adelgazamiento,
poliuria-polidipsia, ascitis, etc.

Alteraciones digestivas: mucho menos frecuentes. Se trata de diarreas del
intestino grueso que pueden verse acompafiadas de melena, y que
corresponden a una colitis ulcerativa granulomatosa provocada por el acumulo
de parasitos en la mucosa intestinal.

Lesiones oculares: las mas frecuentes son lesiones inflamatorias de caréacter
granulomatoso del segmento anterior (blefaritis, conjuntivitis, uveitis y queratitis
0 sus asociaciones) (Pefia et al., 2000).

En el segmento posterior pueden presentarse con menor frecuencia
hemorragias retinianas, coriorretinitis o desprendimiento de retina. En raras
ocasiones, la uveitis hipertensiva puede desencadenar un glaucoma, de mal
pronéstico.

Poliartritis: se consideran erosivas en los estados crénicos de la enfermedad, y
se deben a la respuesta inmunitaria del animal afectado.

Hemorragias: epistaxis, hematuria, melena, etc...
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Tabla 2. Estadios clinicos de la leishmaniosis canina basados en el estado seroldgico, signos
clinicos, hallazgos de laboratorio, y el tipo de terapia y prondstico (Solano-Gallego et al., 2011).

Estadio Serologia* Signos clinicos Hallazgos de Tratamiento | Prondstico
clinico laboratorio

Estadio |
Enfermedad
Leve

Estadio Il
Enfermedad
Moderada

Estadio Il
Enfermedad
grave

Estadio IV
Enfermedad
muy grave

Negativa o
titulos
positivos muy
bajos

Titulos de
anticuerpos de
bajos a
positivos

Niveles
medios o altos
de anticuerpos

Niveles
medios o altos
de anticuerpos

Perros con signos
clinicos leves como
linfadenomegalia
Periférica o
dermatitis papular

Perros con los
signos clinicos del
estadio | y que
pueden presentar
lesiones cutaneas
simétricas o difusas
como dermatitis/
onicogriposis
exfoliativa,
ulceraciones (en el
plano nasal,
almohadillas
plantares,
prominencias
6seas, uniones
mucocutaneas),
anorexia, pérdida
de peso, fiebre, y
epistaxis.

Perros, que a parte
de tener los signos
de los estadios | y
Il, pueden presentar
signos derivados de
las lesiones
causadas por los
inmunocomplejos
vasculitis, uveitis y
glomerulonefritis
Perros con los
signos clinicos
enumerados en el
estadio II.
Tromboembolismo
pulmonar, sindrome
nefrético y
enfermedad renal
terminal

Normalmente no se
observan
anormalidades
Clinicopatolégicas

Perfil normal renal de
creatinina <1,4 mg/d|
UPC < 0,5 no
proteindrica
Anormalidades
clinicopatolégicas como
leve anemia no
regenerativa,
hiperglobulinemia
hipoalbuminemia
sindrome de
hiperviscosidad del
suero

Subestadios

a) Perfil normal de
creatinina < 1,4 mg/dl
UPC < 0,5 no
proteindrica

b) Ceatinina <1,4
mg/dl; UPC=0,5-1

Anormalidades
clinicopatolégicas
enumeradas en el
estadio Il

Enfermedad renal
crénica (ERC) IRIS
Estadio | con UPC > 1
o estadio Il

(creatinina 1,4-2 mg/dl)

Anormalidades
clinicopatoldgicas
enumeradas en el
estadio Il

ERC IRIS (creatinina 2-
5 mg/dl) y estadio IV
(creatinina > 5mg/dI)
Sindrome nefritico con
marcada proteinuria
UPC >5

Alopurinol o
antimoniato de
meglumina o
miltefosina/
Alopurinol +
antimoniato de
Meglumina o
Alopurinol +
miltefosina**
Alopurinol +
Antimoniato de
meglumina o
Alopurinol +
miltefosina

Alopurinol +
antimoniato de
meglumina o
alopurinol +
miltefosina
Seguir las
guias IRIS de
la ERC

Unicamente
alopurinol
Seguir guias
IRIS para ERC

Bueno

Bueno o
reservado

Reservado
a malo

Malo

*Perros con niveles de anticuerpos de negativos a medios deben confirmarse como infectados
mediante otras técnicas diagndsticas como la citologia, histologia, inmunohistoquimica o PCR.
Los niveles altos de anticuerpos, definidos como la elevacién 3-4 veces sobre el nivel de corte
por un laboratorio de referencia son concluyentes para el diagnostico de Leishmaniosis canina

**Perros en estadio | (enfermedad leve) requieren un tratamiento menos prolongado con uno o
dos medicamentos
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INMUNOPATOLOGIA

En el perro se han establecido dos tipos de respuesta inmune (Bourdoiseau et al.,
1997; Barbieri, 2006).

-Una respuesta celular eficaz, basada en la produccion de linfocitos Thl que producen
IFN-y e IL-2, potentes activadores de macr6fagos y de la muerte de los amastigotes
intracelulares en colaboracién con TNF-a (Vouldoukis et al., 1996).

Este tipo de respuesta solo se observa en un porcentaje inferior al 10% de los perros
enfermos, a estos animales se les considera “resistentes”, no presentando
anticuerpos, pero con una respuesta proliferativa especifica de las células T frente a
antigenos de Leishmania. Este fenbmeno es similar al que aparece en personas
inmunocompetentes frente a la infeccion por L.infantum.

-Respuesta humoral ineficaz, propia de la mayoria de los perros afectados o
“susceptibles” que se basa en la induccién de los linfocitos Th2 supresores,
productores de IL-4 e IL-10, que dan lugar a la estimulaciéon de los linfocitos B,
provocando hipergammaglobulinemia inespecifica, con produccion masiva de
anticuerpos anti-Leishmania no protectores y con células T negativas. Se trata de una
reaccibn de hipersensibilidad de tipo Ill con formacibn de abundantes
inmunocomplejos, responsables de la mayoria de los sintomas mas graves.

Aungue existe una estrecha relacion entre los elevados niveles de IL-10 y el desarrollo
de la leishmaniosis visceral en humanos (Nylen & Sacks, 2007), esta asociacion no es
tan clara en la leishmanosis canina. Diversos estudios en los que se determinaban los
niveles de IL-10 en tejidos (Quinnell et al., 2001) o en suero (Solano-Gallego et al.,
2009) encontraban niveles similares de IL-10 en los tejidos de perros naturalmente
infectados y de animals sanos. Tampoco parece haber diferencias en la produccién de
esta citoquina entre perros asintomaticos, oligosintomaticos y polisintomaticos (Carrillo
et al., 2007). Por tanto, no parece que la IL-10 tenga un papel inmunoregulador en la

leishmaniosis visceral canina.
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Respecto a la polarizacion de las respuestas Thl o Th2, entre ambas puede existir
una amplia gama de posibilidades. En una primera fase, de duracién variable, se
producen ambas repuestas, con expresion de citoquinas de ambas vias, hasta que por
motivos desconocidos, se polariza en un sentido u otro. Asi, de un 20 a un 50% de los
perros tendria una respuesta Th2 con progresion a enfermedad patente, y el resto

mantendria un estado de tolerancia (Alvar, 2001).

Actividad citolitica

Inmunidad protectora. Lisis de los
—_— macrofagos infectados por
Leishmania

~ : _, | Inmunidad protectora. Activacion
TNF-B. TNF-o.. IFN-v de macrdfagos. Produccion de NO.
Destruccion de los amastigotes
intracelulares.

IL-2. TNF-o.. IFN-v

> Perros asintométicos. Inmunidad
+ protectora. Activacion de
macroéfagos. Produccion de NO.

IL-2, TNF-a, IFN-y | pestruccién de los amastigotes
intracelulares.

\ _— Perros sintomaticos. Progresion
de la enfermedad.
IL-4.1L-10

IL-4?,1L-10?

- J

Respuestas mixtas

Fig 10. Representacion esquemaética de la regulacion inmune por los tipos de células Th y las
células T citotéxicas en la leishmaniosis canina visceral. Una respuesta mixta Thl-Th2
temprana puede dirigirse hacia una inmunidad protectora 0 a una respuestaTh2 con
exacerbacion de la enfermedad. Citoquinas como IL-12 pueden activar la respuesta Thl y las
células CD8+, desarrollando una actividad citotdxica y secretando citoquinas activadoras de

macrofagos.
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En los casos en que la respuesta inmune no es eficaz, se produce la diseminacion del
parasito principalmente a los 6rganos hematopoyéticos (bazo, medula 6sea), donde
continua la replicacion del parasito, y desde aqui, su diseminacion al resto de los
6rganos (piel, rifién, higado, tubo digestivo, ojos, articulaciones, etc) (Mir6 & Fraile,
1999).

Las lesiones producidas en los animales enfermos se deben a varios mecanismos

inmunopatogénicos: (Mir6 & Molina, 2006).

-Reacciones inflamatorias de caracter granulomatoso: son las responsables de
la sintomatologia cutanea (Ordeix et al., 2005), las alteraciones digestivas (las
diarreas del intestino grueso estan relacionadas con el excesivo infiltrado en las
placas de Peyer por la presencia de amastigotes de Leishmania que dificultan
la digestion y la absorcion), las lesiones articulares y oculares.

-Liberacién de citoquinas por los macréfagos: responsables de los trastornos
generales de la enfermedad (fiebre, adelgazamiento, astenia, atrofia muscular,
etc.).

-Produccién de inmunocomplejos y de infiltrado de macréfagos y células
plasméticas que se depositan en el glomérulo renal, los vasos sanguineos y
articulaciones y van a ser los responsables de la glomerulonefritis (Costa et al.,
2003), casos atipicos de vasculitis y algunas de las lesiones oculares mas

graves (como uveitis).
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Clinicamente
Enfermedad sanos pero
severa infectados.
(\[o) Enfermedad

autolimitante o autolimitante
Infeccion

por
L. infantum

RespuestaThl predominante
-Baja serologia

-Respuesta celular
predominante

-Baja carga parasitaria

RespuestaTh2 predominante
-Elevada serologia

-Baja respuesta celular
-Elevada carga parasitaria

Fig 11. Manifestaciones clinicas y caractersiticas inmunologicas en perros infectados por

L.infantum. Modificado de Solano-Gallego et al., 2011.

La genética parece que tiene influencia a la hora de determinar la resistencia a la
leishmaniosis clinica; por ejemplo, en perros de caza ibicencos, la prevalencia de
casos de enfermedad es mucho menor que en otras razas y esta caracteristica se ha
asociado a una mayor reactividad de las células inmunes (Solano-Gallego et al.,
2000).

Un hecho muy significativo en la leishmaniosis canina es, la caida progresiva de
linfocitos CD4+ entre el sexto y el octavo mes después de la infeccién coincidiendo
con la aparicion de sintomatologia. Ademas, se considera que la inmunosupresion
especifica frente a la infeccidén en los animales “sensibles” se debe, en parte, a la
ausencia de linfocitos T CD4+, mientras que los CD8+ no sufren ningin cambio. Es

por ello que ciertos autores consideran que el valor del cociente CD4+/CD8+ es un
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parametro importante en el diagnéstico de la leishmaniosis, invirtiéndose en los perros
enfermos o “sensibles” (Moreno et al., 1999).

Ademds, en los animales susceptibles se observan bajos niveles de IFN-y, lo que
puede deberse a una disminuacion de la poblacion CD4+, lo que conlleva una falta de
capacidad para proliferar frente a los antigenos crudos del parasito y a un estado
inmunolégico del animal proximo a la inmunosupresion (Moreno et al., 1999).

Desde las primeras semanas también se observa un aumento en los linfocitos CD28+
que son precursores de los linfocitos B, por lo que se exacerba la respuesta humoral.
Ademas, al igual que en los humanos, esta alta produccién de inmunoglobulinas va a
favorecer al pardsito ya que los anticuerpos facilitan su fagocitosis por parte del
macrofago (Slappendel, 1988).

Existen numerosos estudios que hacen referencia al analisis de diferentes proteinas
como posibles candidatos vacunales (Foroughi-Parvar & Hatam, 2014; Kumar &
Engwerda, 2014; Alcolea et al., 2016; Chavez-Fumagalli et al., 2017; Santos et al.,
2017), sin embargo, muy pocos hacen énfasis en el valor diagnéstico de los antigenos
reconocidos por el sistema inmune durante la infeccion.

Una de las proteinas mas importantes de Leishmania y mas ampliamente estudiada es
la gp63, que participa en la invasién de los promastigotes en los macréfagos, es
altamente inmunogénica en perros y en humanos y esta involucrada en la proteccion
frente a L.infantum (Rhalem et al., 1999). Se ha tratado de emplear en el diagndstico
de la leishmaniosis visceral en humanos (Gicheru & Olobo, 1994), aunque con poco
éxito.

En la leishmaniosis canina, ademas, se ha encontrado una respuesta temprana frente
a los antigenos de 29 y 50-57 KDa, detectandose las bandas de 34-35.4 y 26 KDa solo
durante la fase aguda de la enfermedad (Carrera et al., 1996).

La banda de 26 KDa podria estar relacionada con la eficacia del tratamiento ya que
desaparece después del tratamiento, apareciendo en ese momento dos proteinas de

85 y 110 KDa (Fernandez-Pérez et al., 1999; Lasri et al., 2003). Por otro lado, en
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perros tratados con antimoniato de meglumine se ha visto un descenso en la
intensidad de las bandas en la region de 12-30 KDa (Riera et al., 1999).

Mas recientemente, en un estudio en el que se traté a los perros con miltefosina, se
determiné mediante western-blot, un grupo de proteinas antigénicas entre 116 y 29
kDa, este perfil fue modificandose a lo largo de los 300 dias que duré el estudio, tanto
de forma cuali- como cuantitativa. Asi, se observé que algunas proteinas se dejaban
de reconocer tras el tratamiento, mientras que aparecian otras bandas mas intensas,
especialmente las correspondientes a proteinas de 116, 97, 66 y 46 kDa (Andrade et
al., 2011).

Tal como se ha indicado previamente, en el perro se han descrito dos grupos de
animales, aquellos que desarrollan una respuesta inmune celular eficaz y que
presentan bajos niveles de anticuerpos y por tanto control de la infeccién y otro grupo
de animales que presentan una produccién anormalmente alta de anticuerpos, con
generacién de IgG e IgE no protectoras que se correlacionan con sintomatologia

clinica y progresion de la enfermedad (Reis et al., 2006).

Los subtipos de inmunoglobulinas IgG1 e IgG2 han sido propuestos como indicadores
de la dicotomia en la respuesta por anticuerpos frente a la infeccién canina por L.
infantum ya que existe una relacién entre los niveles de IgG1 e IgG2 y la progresién de
la enfermedad. Se ha observado una correlacion directa entre los altos niveles de IgG1
y la apariciébn de sintomas clinicos en perros infectados, mientras que las 1gG2
estarian asociadas con las formas asintomaticas. (Desplazes et al., 1995; Nieto et al.,
1999; Solano-Gallego et al., 2001). Aunque otros autores encuentran un aumento de
IgG2 en perros sintomaticos (Cavaliero et al.,1999; Boceta et al., 2000; Solano-Gallego
et al., 2000; Leandro et al., 2001; Cardoso et al., 2007; de Freitas et al., 2012). Si bien,
se ha sugerido una revision de los anti-anticuerpos comerciales usados, ya que ha
habido cierta controversia en el correcto reconocimiento de los isotipos caninos (Day,

2007).
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En cualquier caso, parece que, en los animales sintomaticos, los anticuerpos
prevalentes son IgGl e IgG2, pero que tras la administracién del tratamiento, se
observa una disminuciéon de los niveles de IgG1, aunque los niveles de IgG2 se
mantienen de forma constante (Day, 2007; Coura-Vital et al., 2011).

Ademds, se ha determinado que en el inicio de la enfermedad, cuando hay baja
parasitemia, aparecen niveles elevados de IgG, pero de baja avidez, y que al
progresar hacia la forma clinica con alta parasitemia, aparecerian altos niveles de
anticuerpos (especialmente 1gG2) pero con una elevada avidez (Teixeira Neto et al.,

2010).

TRATAMIENTO FARMACOLOGICO EN PERROS

Los compuestos mas ampliamente usados en el tratamiento de la leishmaniosis canina
y que estan comercializados especificamente en Europa para uso veterinario son el
antimoniato de meglumine (Glucantime®), Aminosidina/paromomicina (Gabbriomycin ®)

y la miltefosina (Milteforan®).

FARMACOS DE PRIMERA LINEA

1. Antimoniales pentavalentes

Los mas habituales son el antimoniato de meglumine y el estiboglucanto sédico. El
mecanismo de accion de los antimoniales pentavalentes no esta descrito
completamente, pero la hip6tesis mas aceptada es la éxido-reduccion de los ShV a
Sblll, estando involucrados muy posiblemente los grupos tiol de las moléculas de
cisteina en esta convesion (Croft & Yardley, 2002). Esta conversion es favorecida por
la presencia de trypanotiona, enzima de los trypansomatidos encargada de los
procesos de detoxificacién. Parece ser que la forma Sblll, no solo causa la inhibicion

enzimatica de procesos metabdlicos esenciales (Balafia-Fouce et al., 1998), ademas
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altera el blance redox del sulfuro, responsable de la prevencion de los efectos toxicos
de las especies reactias de oxigeno (ROS) en el parasito (Wyllie et al., 2004).

Otros autores consideran que tienen capacidad de formar complejos con los
nucleétidos, interfiriendo en el metabolismo e inhibiendo la topoisomerasa del parasito,
hipétesis sustentada por el hecho de que los nucle6tidos y polinucle6tidos presentan
elevado numero de funciones oxigenadas y nitrogenadas, que los convierte en
potenciales ligandos de iones metalicos. Estos protozoos son incapaces de sintetizar
purinas y utilizan rutas alternativas que tienen como punto de partida la translocacién
de purinas pre-formadas. Esta estrategia de elevar la produccion de purinas en
Leishmania puede contribuir a la formacién de complejos SbV-purina, que inhibirian la
sintesis de ADN (Ferreira Cdos et al., 2003).

Los antimoniales son farmacos parenterales, lo que hace que deban ser administrados
lentamente por via subcutanea, intravenosa o intramuscular.

En el perro la pauta posolégica mas frecuentemente aplicada es 75-100 mg/Kg de
peso durante 4-8 semanas por via subcutanea (Valladares et al., 1996; Valladares et
al., 1998; Guarga et al., 2002; Noli & Saridomichelakis, 2014). Sin embargo, se han
descrito otros protocolos de administracién, en los que hay periodos de descanso en el
tratamiento: 100 mg/Kg/dia, via intramuscular durante 3 ciclos de 15 dias de
tratamiento con un intervalo de 7-10 dias de descanso entre ellos (Arboix &
Valladares, 1997).

Entre los efectos secundarios de los antimoniales se incluye la nefrotoxicidad,
especialmente importante ya que una de las manifestaciones clinicas mas frecuentes
en perros es la glomerulonefritis y que habria que tener en cuenta para determinar el
riesgo de toxicidad (Koutinas et al., 1999).

En el tratamiento con los antimoniales pueden aparecer signos de “estibointolerancia”
(que se manfifiestan tras las primeras administraciones y remiten al suspender la
terapia) o “estibotoxicidad” (que aparecen al final del tratamiento). Estos signos

pueden manifestarse con la aparicion de fiebre, tos persistente, apatia, inapetencia,
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problemas en el sistema musculoesqueletico y trastornos gastrointestinales (Moritz et
al., 1998). Al contrario que en los humanos, en los perros no aparecen como efectos
adversos alteraciones electrocardiogréficas, ni alteracion de los niveles de troponina
cardiaca (Luciani et al., 2013)

A pesar de que numerosos estudios indican unas marcadas mejorias de la
sintomatologia clinica, los antimoniales tienen una baja eficacia en cuanto a alcanzar
la cura parasitologica (Desplazes et al., 1992; Riera et al., 1999).

Ademas, en los Ultimos afios el uso de los antimoniales se ha visto reducido por la
aparicion de resistencias a gran escala tanto en humanos como en perros (Faraut-
Gambbarelli et al., 1997; Gramiccia et al., 1992), posiblemente debido a una
disminucion de la concentracion del principio activo dentro del parasito, bien por una
disminuciéon de la entrada, un incremento de la salida o por la inhibicibn de la
activacion del mismo (Ashutosh et al., 2007).

Por otro lado, se han ensayado formulaciones de SbV en liposomas, que presentan
una serie de ventajas en relaciéon a las formas convencionales: una mayor eficacia
leishmanicida, ya que los liposomas son capturados inmediatamente por los
macréfagos y una menor toxicidad por su diferente comportamiento farmacocinético
(Valladares et al., 2001). Se ha observado ademas que el compuesto alcanza
elevadas concentraciones en Organos diana como higado, bazo o médula ésea,

cuando se administra en pequefios liposomas (Schettini et al., 2006).

2. Alopurinol

El alopurinol (4-hidroxipirazol 3,4-d piramidina) es un analogo de purinas, usado
habitualmente para el tratamiento de lashiperuricemias. Fue utilizado por primera vez
frente a la leishmaniosis en los afios 80. Este compuesto es metabolizado por
Leishmania y produce analogos inactivos de inosina, que es incorporado al ARN del
parasito, causando alteraciones en la transduccién de proteinas (Berman, 1988;

Manna et al., 2009)
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El alopurinol se comporta como un leishmaniostatico, de forma que consigue buenos
resultados en la remision de los signos clinicos (Liste & Gascon, 1995; Vercammen et
al., 1995) pero no consigue la cura parasicolégica (Koutinas et al., 2001).
Se suele utilizar en el tratamiento de la leishmaniosis canina ya sea solo (monoterapia)
0 en combinaciéon con antimoniales pentavalentes debido a su baja toxicidad, su
eficacia en la mejora de la sintomatologia clinica, el bajo costo y a que se puede
administrar por via oral. Actualmente las dosis recomendadas son 10 mg/kg durante al
menos 6-12 meses por via oral, tanto en los tratamientos combinados con
antimoniales como en monoterapia. (Cavaliero et al., 1999; Koutinas et al., 2001,

Plevraki et al., 2006)

3. Antimoniales pentavalentes en combinacion con alopurinol

El tratamiento de primera linea en la leishmaniosis canina es la combinacion de
antimoniales pentavalentes y alopurinol. Esta combinacién permite disminuir la
duracion del tratamiento con antimoniales, consiguiéndose una mayor tolerabilidad, a
la vez que reduce el costo de dicho tratamiento y retarda la aparicion de recidivas
(Denerolle & Bourdoiseau, 1999; Baneth & Shaw, 2002).

Aunque existen diferentes protocolos terapéuticos en cuanto a la dosis, el intervalo de
dosis y la duracién del tratamiento (Noli & Auxilia, 2005), el protocolo mas
frecuentemente usado es 75-100 mg/kg via subcutanea (en 2 dosis diarias) durante 4-
8 semanas y alopurinol (10 mg/Kg via oral durante 6-12 meses)

A pesar de conseguirse una buena tasa de remisién clinica, esta combinacion no
consigue la cura parasitoldgica, aunque si reduce la infectividad de los perros positivos

para los vectores (Alvar et al., 1994).
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4. Alquilfosfocolina (Miltefosina)

Es un hexadecilfosfocolina, que fue desarrollada inicialmente como un
anticancerigeno, pero estudios posteriores han demostrado su eficacia frente a
Leishmania (Croft et al., 1996). Interfiere con la membrana celular sin interactuar con
el ADN y modula la permeabilidad y fluidez de la membrana, la composicion de los
lipidos de membrana, el metabolismo de los lipidos y las sefiales de transduccion

(Sundar et al., 2002).

Por si misma no es toxica frente a Leishmania, pero aumenta la activacion de
macrofagos y células T y la produccién de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno
con actividad microbicida (Croft & Coombs, 2003). Parece ser que la miltefosina
promueve una respuesta Thl-dependiente de IL-12 en perros (Manna et al., 2008b)
que induce un aumento de y-IFN en sangre (Andrade et al., 2011). Esto va a estimular
la produccion de especies reactivas de oxigeno y NO por parte de los macrofagos
dentro de las vacuolas parasitéforas (Balafia-Fouce et al., 2012), lo que mata a los
parasitos y contribuye a los efectos leishmanicidas de este compuesto.

La naturaleza de zwitterion de la miltefosina es debida a una amina cuaternaria
cargada positivamente y a un grupo fosforil cargado negativamente, lo que le permite
disolverse en agua. Esto es enomermente ventajoso en relacién a otros farmacos

frente a Leishmania, ya que puede ser administrado por via oral (Reguera et al., 2016).

Aunque esta recomendado en el tratamiento de las formas viscerales en humanos se
han observado graves complicaciones como trombocitopenia (Singh et al., 2006). En
el perro su uso en monoterapia, consigue una disminucién de la carga parasitaria en
los tejidos, pero aparecen relapsos con un brusco incremento de dicha carga (Manna
et al., 2008; Mateo et al., 2009). Las dosis recomenda actualmente es de 2mg/kg/dia
durante 30 dias (Noli & Saridomichelakis, 2014). En cuanto a su farmacocinética en el

perro se ha observado que el proceso de absorcion a nivel intestinal tras su
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administracion oral es muy lento y presenta una biodisponilidad muy elevada (94%),
ademas la vida media de eliminacion se estima que es de 159 h, con un bajo
aclaramiento plasmatico. Como consecuencia, el nivel de acumulacién en sangre es 5
a 6 veces mas tras administraciones repetidas. La miltefosina se acumula en rifidn,
mucosa intestinal, higado y bazo (Sindermann & Engel, 2006).

Como efectos adversos, en los perros, se ha observado dolor intestinal, vémitos,
diarrea, anorexia, disminucién del hematocrito y del recuento de globulos blancos
(Mateo et al., 2009), asi como efectos teratogénicos (Sindermann & Engel, 2006).
Debido a que en los perros no se consigue el aclaramiento parasitario de la médula
6sea (Mateo et al., 2009), en la practica veterinaria se esta recomendando su uso
combinado con otros farmacos.

El uso combinado con alopurinol, por el contrario, si parece reducir la carga parasitaria
(Manna et al., 2009; Miro et al., 2009).

Se ha descrito la aparicion de resistencias in vitro mediante “presion farmacolégica”,
aunque no estd bien descrita in vivo. Su larga vida media puede contribuir a la
seleccién de cepas en el hospedador, lo que se veria favorecido por la administracion

de dosis sub-6ptimas o una insuficiente duracién del tratamiento (Manna et al., 2009).

FARMACOS DE SEGUNDA ELECCION

1. Domperidona

La solucion oral de domperidona para uso veterinario se ha incluido recientemente en
la prevencién de la leishmaniosis canina (Sabaté et al., 2014). La domperidona es un
benzimidazol antiemético usado en humanos para paliar los vomitos que aparecen en
los tratamientos oncoldgicos. La domperidona promueve la liberacién de prolactina
desde la hipdfisis, lo que aumenta la respuesta inmune innata, contribuyendo a la
activacion de la respuesta Thl con produccion de y-IFN, IL-2, IL-12 y TNF-a

(Majumder et al., 2002), esto provoca la desactivacion de la respuesta Th2.
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Se administra oralmente para prevenir la leishmaniosis canina a dosis de 0,5
mg/kg/dia durante 4 semanas (Gomez-Ochoa et al., 2012), se consigue reducir los
sintomas y los titulos de anticuerpos pero no la cura parasitoldgica. El uso de
tratamientos mas prolongados parece reducir el riesgo de desarrollar la enfermedad
(Sabaté et al., 2014)

No parece presentar efectos adversos importes, raramente apatia y desordenes
digestivos (dolor abdominal, diarreas, pérdida de apetito), cambios en la glandula
mamaria. Ademas, no presentan alteraciones cardiacas como en los humanos (Rossi

& Giorgi, 2010)

2. Paramomicina/aminosidina

Es un antibiético aminoglucdsido producido por Streptomyces rimosus
que se ha utilizado para el tratamiento de la leishmaniosis visceral en humanos en
Africa y Europa (Chunge et al., 1990; Scott et al., 1992). Ha demostrado ser un
farmaco efectivo, barato y seguro en el tratamiento de la leishmaniosis visceral
humana en combinacion con miltefosina (Croft & Olliaro, 2011).

Su acciéon farmacolégica se basa en inhibir la sintesis de proteinas en el parasito al
actuar sobre varias proteinas ribosomales del parasito (Jhingran et al., 2009). Ademas,
parece actuar sobre el sistema inmune del hospedador (Chawla et al., 2011).

Debido a su farmacodinamia y farmacocinética, se recomienda una administracién
diaria a una dosis de 15-20 mg/kg de peso durante tres semanas (Vexenat et al., 1998;
Athanasiou et al., 2013).

Con la paramomicina se consigue la remision clinica de la mayoria de los signos
clinicos mas relevantes, se restauran los parametros hematolégicos y bioquimicos de
forma similar a los antimoniales o al alopurinol, pero no los niveles de albumina. Sin
embargo, mantiene bajo control la carga parasitaria y reduce los titulos de anticuerpos.

Como inconveniente se pueden producir relapsos tras 50-100 dias tras el tratamiento y
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ademés es extremadamente nefrotoxica y no se podria administrar a perros con

alteraciones renales (Poli et al., 1997).

3. Anfotericina B

El agente antifiingico anfotericina B ha sido ampliamente reconocido como farmaco
leishmanicida. Es un macroélido poliénico producido por el actinomiceto Streptomyces
nodosus. Actla principalmente uniéndose al ergosterol en las membranas celulares,
alterando asi la permeabilidad del potasio intracelular. Los lipidos representan hasta el
15% del peso de Leishmania y, de ellos, los lipidos neutros como los esteroles y
ésteres de esterol, son muy abundantes. La anfotericina B tiene fuerte actividad
leishmanicida al unirse a ellos, provocando perdida de potasio, aminoacidos y purinas
(Berman, 1988). Ademas, potencia la cascada de iones del oxigeno del macro6fago,
con lo que aumenta el efecto leishmanicida (Sokol-Anderson et al., 1986). Tiene
menos afinidad por el colesterol, el principal esterol en las células de mamiferos, pero
induce nefrotoxicidad a través de vasoconstriccion renal, y posiblemente también por
accién directa en las células epiteliales renales. A pesar de la nefrotoxicidad, la
anfotericina B esté siendo cada vez mas usada como farmaco de eleccion tanto en la
leishmaniosis humana asociada al VIH, como en los casos de resistencia a los
antimoniales pentavalentes (Walker et al., 1998), pasando a ser de primera eleccion
en los casos de leishmaniosis visceral en zonas altamente endémicas con aparicion de
resistencias (Chappuis et al., 2007).

La anfotericina B ha sido empleada en la terapia de la leishmaniosis canina tanto en su
forma libre como en formulaciones lipidicas. La dosis total acumulada efectiva en
perros va desde 8 a 26 mg/Kg, administrada tanto subcutanea como intravenosamente
en dosis de 0.5 mg/Kg 2-3 veces, semanalmente. Sin embargo, la dosis total de
anfotericina B administrada a perros con leishmaniosis esta frecuentemente limitada

por la toxicidad renal.
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Tabla 3. Protocolos actuales en el tratamiento de la leishmaniosis canina (Solano-Gallego et

al., 2009).

Protocolo

Primera linea

Farmaco y pauta
posologica

Antimoniato de N-
metil glucamina
(75-100 mg / kg /
DIM) durante 4-8
semanas, S.C. +
alopurinol (10 mg /
kg / BID) durante al
menos 6-12 meses
P.O.

Efectos
principales

Nefrotoxicidad
potencial y
abscesos cutaneos
/ celulitis
(Antimoniato de N-
metilglucamina)

Urolitiasis
(Alopurinol)

Referencia

Denerolle &
Bourdoiseau
(1999),
Ikeda-Garcia y col.
(2007)

Manna y col (2008)
Cavaliero y col.
(1999), Koutinas y
col (2001), Pennisi
y col. (2005)
Plevraki y col.
(2006)

Miltefosina (2 mg / kg
/ DIM) durante 4

Voémitos, diarrea

Manna y col. (2008)
y Mir6 y col. (2009)

semanas (miltefosina)

P.O. + Alopurinol (10

mg / kg / BID) Urolitiasis

2 2 linea durante al menos 6-

12 meses, P.O.
Cavaliero y col.

Alopurinol (10 mg / 5310?9(92)(,)(1){ 1o)ut1nas y

kg / BID) al menos 6- | Urolitiasis P

12 meses, P.O. Pennisi y col

’ (2005b) y col.

Plevraki y col.
(2006)

Anfotericina B (0,5-

0,8 mg / kg, IV / SID Lamothe (2001) y

/ dos veces Nefrotoxicidad Cortadellas (2003)

por semana) durante

2 meses

Anfotericina

liposomal*

(3 mg / kg / SID) Nefrotoxicidad Oliva et al. (1995)

durante 5 dias transitoria

3 2 linea consecutivos, I.V.

Metronidazol (25 mg /
kg / SID) +
espiramicina
(150.000 U / SID)
durante 3 meses P.O.

Marbofloxacina (2 mg
/ kg / SID, 1 mes,
P.O.

No se han descrito

No se han descrito

Pennisi y col.
(20095)

Rougier y col.
(2008)

PO: via oral; SC: subcutanea; IV: intravenosa.
SID: Una vez al dia; BID: Dos veces al dia
*No recomendados por la OMS para uso veterinario, para evitar farmacorresistencias
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ANFOTERICINA B: ESTADOS DE AGREGACION Y FORMULACIONES

La anfotericina B (AmB) es un antibidtico de color amarillo-anaranjado, obtenido a nivel
industrial a partir de determinadas cepas de Streptomyces nodosus (Villa, 2012;
Lemke et al., 2005). En 1956, se describe por primera vez, la utilizaciéon de la AmB en
humanos para el tratamiento de candidiasis cutaneas (Kozinn, 1956). Sin embargo, su
uso en humanos se generaliza en 1957 para el tratamiento de otras enfermedades
como la blastomicosis (Harrell & Curtis, 1957), coccidiomicosis (Fiese, 1957) asi como
otras infecciones flingicas sistémicas y parasitarias (Utz et al., 1957). La nistatina
(Mycostatin®) fue el primer antifingico utilizado en la practica clinica, pero debido a su
toxicidad por via parenteral, su uso quedo limitado a infecciones fungicas cutaneas
(Landau et al., 1999). El inicio de la terapia antifiingica por via parenteral viene
marcado por el desarrollo de la Fungizona®, comercializado por Bristol-MyersSquibb
en 1958 (Landau et al., 1999). Durante varias décadas, se us6 como farmaco de
referencia en el tratamiento de infecciones flngicas sistémicas (Sheehan et al., 1999;
Kleinberg, 2006). Sin embargo, su administracion por via intravenosa (IV), asociada
con graves problemas de nefrotoxicidad, limitan considerablemente su uso en la
practica clinica (Ostrosky-Zeichner et al., 2003; Kleinberg, 2006).

Tuvieron que transcurrir mas de tres décadas hasta que se desarrollaron nuevas
formulaciones lipidicas comerciales de AmB, AmBisome®, Abelcet® y Amphocil®
(también denominado Amphotec® con mejores perfiles de seguridad que la
Fungizona®. Una gran parte de los estudios han demostrado que las nuevas
formulaciones lipidicas tienen una eficacia clinica mayor o igual y menor nefrotoxicidad
que la Fungizona® (Ostrosky-Zeichner et al., 2003; Kleinberg, 2006; Torrado et al.,
2008; Sun et al., 2009). Sin embargo, son mucho mas costosas que la Fungizona®
(Kleinberg, 2006; Torrado et al., 2008). Teniendo en cuenta los costes sanitarios

indirectos generados por problemas renales graves (que ocasionan un aumento de la
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tasa de morbimortalidad y prolongacion del tiempo de hospitalizacién), las
formulaciones lipidicas son mas costo-efectivas (Kleinberg, 2006; Torrado et al., 2008).
La Fungizona® sigue siendo ampliamente utilizada en los paises en vias de desarrollo
debido a su menor coste a pesar de sus efectos adversos. Sin embargo, en la mayoria
de los paises desarrollados, las nuevas formulaciones lipidicas ocupan la primera linea
de tratamiento de infecciones flngicas sistémicas, quedando el uso de la Fungizona®
relegado a un segundo plano (Barratt & Legrand, 2005; Villa, 2012)

Ademas de la actividad antifiingica, la AmB presenta actividad frente a protozoos tales
como Leishmania (Furtado, 1959). En la actualidad, la AmB liposomal (AmBisome®)
ademas de los fArmacos antimoniales (Glucantime®), son los tratamientos de eleccién

frente a la leishmaniasis visceral en humanos en Espafia (Villa, 2012).

Estructura quimicay solubilidad

La estructura quimica se caracteriza por presentar un anillo macrociclico con un grupo
lacténico interno y un grupo croméforo constituido por siete dobles enlaces conjugados
(Figura 12) (Asher, 1977). Las propiedades fisico-quimicas de la AmB se deben a su
caracter tanto anfotérico como anfifilico. El caracter anfifilico (o también denominado
anfipatico) se debe a que posee una cara lipofilica (hidréfoba) constituida por una
cadena heptaénica que alarga la estructura del anillo macrociclico y da rigidez a la
molécula, y una cara hidrofilica (polar) compuesta por siete grupos hidroxilo y un grupo

éster (Asher, 1977).
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Cara lipofilica: cadena heptaénica Micosamina

Cara hidrofilica

Fig 12. Estructura quimica de la AmB

El caracter anfétero (o también denominado zwitter6nico) hace que sea capaz de
comportase tanto como acido o como base en funcién del pH del medio en el que se
encuentre (Asher, 1977). En el anillo macrociclico presenta un acido carboxilico y una
cadena lateral de micosamina (aminodesoxihexosa) con un grupo amino primario.
Tanto el grupo amino como el grupo carboxilico estan ionizados a pH fisiolégico, con
valores de pKa de 10.0 y de 5.5 respectivamente (Moffat et al., 1986). Ambos grupos
juegan un papel importante en la actividad biolégica que tiene la AmB (Volmer et al.,
2010).

Debido a su naturaleza anfifilica y zwitteriénica y a la distribucién asimétrica de grupos
hidrofilicos e hidrofébicos, la AmB es una molécula muy poco soluble no solamente en
solventes acuosos, sino también en la mayoria de los disolventes organicos (Torrado
et al., 2008; Asher, 1977) En agua, a pH fisiolégico (pH 6 — 7), esta molécula presenta
una solubilidad inferior a 0.001 mg/mL (Torrado et al., 2008) por lo que tiende a formar
agregados siendo una de las principales razones por las que la absorcion oral de la
AmB es minima y por tanto, se tiene que administrar por via parenteral. Sin embargo,
la solubilidad aumenta considerablemente (= 0.1 mg/mL) cuando la AmB se encuentra

en medios acuosos alcalinos (pH > 12) o &cidos (pH < 2), debido a la formacién de
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sales, pero sin embargo, su accion antimicética se ve reducida (Lemke et al., 2005;

Carstensen & Rhodes, 2000).

Estados de agregacién de la AmB

El estado de agregacion de la AmB es un pardmetro complejo ya que condiciona no
solo la toxicidad sino también la actividad y la farmacocinética del farmaco (Torrado et
al., 2008). Es un parametro dificil de controlar, ya que en solucién existe un complejo
equilibrio entre las diferentes especies (mondémero, dimero y poliagregado), el cual

puede alterase cuando la formulacion se diluye (Brajtburg & Bolard, 1996).

Estadode Ratiode

i Aspectofisico Toxicidad Eficacia Amax (nm) Espectro de absorcion agregacion
agregacion
)‘325/ )‘405
. 344 -350 2200 . . =
Monomero e - 363 -368 2000 M-AMB 4
(M-AMB) 383 -388 b-AMB <0.25
406 — 412 S0
3
i 328-340 =
Dimero
(D-AMB) 363 -368 14000(-
> s ri ++ + 383 -388 >2
406 — 412 0500
415 -425
Poliagregado 360-363 sisol P-AMB |
(P-AME) i i 333-335 3000 3500 4000 4500

406-420 hanax (um)

Fig 13. Espectro de absorcidn, apariencia fisica, toxicidad y eficacia relativa de los diferentes
estados de agregacion de la AmB en medio acuoso.

En medios acuosos y a concentraciones muy bajas, la AmB se encuentra en estado
monomérico. En este estado, la AmB se encuentra en forma de disolucién siendo
completamente transparente y de color amarillo (Figura 13) (Torrado et al., 2008) A
medida que la concentracion de moléculas de AmB en el medio acuoso se incrementa,
empiezan a formarse agregados debido a su naturaleza anfipatica, también
denominados dimeros u oligémeros, que dan lugar a una dispersion coloidal traslicida
de color amarillo anaranjado (Torrado et al., 2008). Si se sigue incrementando la

concentracion de AmB, el grado de agregacién de los oligbmeros es mayor,
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formandose lo que comunmente se denomina poliagregados y se obtienen
suspensiones opacas amarillentas (Figura 13).

El espectro de absorcion de la AmB en estado monomérico se caracteriza por
presentar cuatro picos de maxima absorcion a las longitudes de onda siguientes: (i)
406 — 412 nm; (ii) 383 — 388 nm; (iii) 363 — 368 nm; (iv) 344 — 350 nm (Figura 13)
(Torrado et al., 2008; Vandermeulen et al., 2006; Darole et al., 2008). Cuando la AmB
empieza a agregarse y pasa de estado monomeérico a estado dimérico, se observa un
profundo cambio en su espectro de absorcién. Por un lado, tiene lugar un
desplazamiento hipsocrémico de la banda situada a los 344 — 350 nm hacia longitudes
de onda menores, apareciendo un banda de maxima absorcién muy intensa (efecto
hipercromico) entre los 328 — 340 nm (Barwicz et al., 1993); ademas se puede apreciar
un efecto hipocrémico (disminuciéon de la absorbancia) en las bandas localizadas a los
363-368, 383—388 y 406—412 nm asi como un efecto batocrémico debido a la nueva
banda de absorcion entre los 415 — 425 nm (Barwicz et al., 1993) Cuando se forman
agregados de mayor tamafio (poliagregados), la interacciéon hidrofébica entre los
grupos croméforos es auin mayor y trae consigo un efecto hipocrémico notable en las
bandas de maxima absorcién localizadas a los 360-363, 383-385 y 406-420 nm
(Torrado et al., 2008).

Se puede comparar el estado de agregacion entre unas formulaciones y otras
calculando el ratio entre los valores de absorbancia del primer pico (menor longitud de
onda) y los valores de absorbancia del dltimo pico (mayor longitud de onda) (Barwicz
et al., 1992) De manera que, cuando predomina la AmB en forma monomérica, el ratio

entre las absorbancias (A,,, ../ A, ,,,) tiene un valor inferior a 0.25, mientras que

cuando predomina la AmB en estado dimérico, el ratio de absorbancias (A, .../ A,.s

45) Presenta un valor muy alto igual o superior a 2 (Barwicz y col., 1992). Sin embargo,

este método para evaluar el estado de agregacion tiene ciertas limitaciones cuando se

trata de formas poliagregadas.



Revision bibliografica

Control del estado de agregacién

Existen una gran cantidad de parametros que condicionan el estado de agregacion de
la AmB. Como se ha comentado anteriormente, un factor clave es la concentracion de
farmaco (Legrand et al., 1992; Egito et al., 2004) pero ademas de la concentracion,
existen otra serie de pardmetros criticos tales como el empleo de agentes surfactantes
u otros excipientes (Tancrede et al., 1990; Aramwit et al., 2000; Torrado et al., 2008).
El empleo de desoxicolato sddico como agente tensioactivo da lugar a formas
agregadas, mientras que la utilizacion de gamma-ciclodextrina siempre que se
mantenga una cierta proporcion AmB: excipiente es capaz de formar complejos con la
AmB en estado monomeérico (Tancrede et al., 2004; Espada et al., 2008a; Espada et
al., 2008b; Ruiz, 2010).

Ademéas de los excipientes, la temperatura puede originar un cambio en el estado de
agregacion de la AmB (Lambing et al., 1993; Gaboriau et al., 1997). Por ejemplo,
someter la Fungizona® durante una hora a 70°C de temperatura da lugar a la
formacion de agregados con un tamafio de particula 13 veces superior al de la
Fungizona®pero una con menor toxicidad hemolitica (Espada et al., 2008a).

Controlar el estado de agregacién de la AmB es dificil, aunque es de suma importancia
ya que condiciona la interaccion con los esteroles de las membranas biolégicas y por
tanto la toxicidad y la actividad del farmaco (Torrado et al., 2008). La toxicidad de la
AmB se debe a su interaccidn con el colesterol de las membranas biolégicas de las
células de mamiferos en vez de con el ergosterol de las células fungicas y de los
parasitos.

Aunque existe controversia, parece ser que la AmB en estado monomérico presenta
mayor selectividad por el ergosterol en comparacién con las formas agregadas
(Brajtburg & Bolard, 1996; Barwicz & Tancrede, 1997); sin embargo, cuando la

concentracion se incrementa y empiezan a formarse dimeros de AmB, se produce
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ademas, la interaccion con el colesterol de las membranas de células de mamiferos
que da lugar a problemas de toxicidad (Bolard et al., 1991; Legrand et al., 2000). No
obstante, si el proceso de agregacion continlia, existen menos moléculas disponibles
solubles en el medio lo que generalmente se traduce en una menor toxicidad, pero
también una menor eficacia.

El estado de agregacion también juega un papel clave en la distribucion del farmaco
en el organismo tras su administracion IV. Cuando se inyectan sistemas particulados
por via IV, pueden ser reconocidos como agentes extrafios siendo opsonizados por
componentes plasmaticos (Figura 14) (Davis et al., 1997). Las particulas opsonizadas,
son facilmente reconocibles por el sistema del reticulo endotelial (SRE), de manera
gue los macréfagos (principalmente los del higado, pero también los macrofagos
alveolares y del bazo y otros macréfagos circulantes) son capaces de fagocitar las
particulas opsonizadas, retirdndolas asi de la circulaciéon plasmatica pasando a ser
acumuladas en tejidos (Davis et al., 1997; Hillaireau & Couvreur, 2009). Este proceso
de opsonizacion-fagocitosis estd condicionado por las caracteristicas que presentan
las particulas; en general, a mayor tamafio de particula, mas eficiente es el proceso de
opsonizacién, de manera que las particulas con un tamafo inferior a los 200 nm
suelen circular en plasma durante mas tiempo (Hillaireau & Couvreur, 2009). Ademas,
las particulas con una superficie hidrofébica son mas eficientemente opsonizadas

(Chonn et al., 1991; Hillaireau & Couvreur, 2009).
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Fig 14. Representacion del proceso de opsonizacion y fagocitosis de un sistema particulado
administrado por via intravenosa.

La AmB en estado poliagregado puede tener una serie de ventajas respecto a los
otros estados de agregacion en cierto tipo de enfermedades como la leishmaniasis
visceral (Carter et al., 1989; Kaye et al., 2004). La AmB en estado poliagregado al

presentar un tamafo de particula mayor, puede ser mas facilmente opsonizada y
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fagocitada siendo asi vectorizada hasta los 6rganos diana (higado, bazo y médula

0sea) (Owens & Peppas, 2006).

Mecanismo de accion
La accion de la AmB tiene lugar a dos niveles diferentes (Figura 15):
1. Uniéndose al ergosterol dando lugar a la formacion de poros o bien
“secuestrando” el ergosterol de la membrana celular

2. Induciendo estrés oxidativo celular.

La AmB ejerce su actividad a dos niveles: uno sobre la membrana celular y otro a nivel
intracelular. A nivel de la membrana celular, la AmB tiene la capacidad de unirse al
ergosterol (1) y formar poros, o bien directamente “secuestrar’ el ergosterol (2)
desestabilizando la membrana celular, de tal forma que se produce la pérdida de
electrolitos dentro de la célula que trae consigo la apoptosis o muerte celular. El
ergosterol se encuentra en las membranas de células fungicas y también en ciertos
parasitos como Leishmania, de ahi su actividad. Los problemas de toxicidad se
derivan de la unidn al colesterol que se encuentra en la membrana de las células de

mamiferos.

A nivel intracelular, la AmB puede producir estrés oxidativo. El mecanismo exacto es
desconocido, aunque se han propuesto diversas hipétesis tales como que la AmB
puede comportarse como un agente pro-oxidante (3) generando especies de oxigeno
altamente reactivas (ROS). Sin embargo, probablemente, para que pueda tener lugar
este efecto, se requiere una previa union al ergosterol de la membrana (4). Por otro
lado, las ROS son productos que se forman en la cadena respiratoria y por lo tanto, no
podria descartarse el hecho de que la AmB ademas tenga cierto efecto sobre la
actividad mitocondrial de la célula (5), produciendo estrés oxidativo en los principales

componentes celulares (ADN, proteinas y mitocondrias) ocasionando muerte celular.
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Ademas del efecto directo sobre las células fangicas y parasitarias, la AmB tiene
propiedades inmunomoduladoras sobre las células del hospedador, lo que constituye
un arma de doble filo, ya que por un lado puede mejorar la respuesta inmunitaria del
hospedador, y por otro puede acentuar la toxicidad del farmaco (Mesa-Arango et al.,

2012).

1. Desestabilizacion de la membrana

2. Estrés oxidativo
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Fig 15. Mecanismo de accién de la AmB (adaptado de Mesa-Arango et al., 2012).

El mecanismo por el cual la AmB tiene propiedades inmunomoduladoras no esta
totalmente elucidado. Parece ser que es capaz de interaccionar con receptores tipo
toll (TLR) y CD14 (Mesa-Arango et al., 2012). Los TLR pertenecen a una familia de
proteinas transmembrana que forman parte del sistema inmunitario innato capaces de
reconocer patrones moleculares expresados por un amplio espectro de agentes
infecciosos (Shoham et al., 2001; Mesa-Villanueva et al., 2006; Mesa-Arango et al.,

2012). La AmB se puede unir bien a los TLR-2 produciendo la liberacién de citoquinas
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proinflamatorias (tales como interleucinas 6 y 8, factor de necrosis tumoral alfa,
proteina quimiotactica de monocitos 1, proteinas inflamatorias de macrofagos) o bien a
los receptores TLR-4 relacionados con la produccion de citoquinas antiinflamatorias
(interleucina 10) (Bellocchio et al., 2005).

Por otro lado, la anfotericina tiene un efecto sobre las células del sistema inmune,
fendmeno que se conoce desde hace muchos afios (Yamaguchi et al., 1993). La
mayor parte de los estudios demuestran que la anfotericina tiene un efecto
inmunoadyuvante sobre los linfocitos (Nair & Schwartz, 1982; Sarthou et al., 1986) y
un efecto inmunoestimulador en términos de favorecer las funciones de macrofagos y
polimorfos nucleares, como la quimiotaxis, la fagocitosis o la actividad microbicida
(Perfect et al., 1987; Wolf & Massof, 1990).

Sin embargo, este efecto inmunomodulador parece depender de la dosis y de la
formulacién en la que se vehiculiza el compuesto. (Brajtburg & Bolard, 1996; Rama-
IRiguez et al., 2006).

Hay que tener en cuenta que en algunas ocasiones también se ha descrito un efecto
inmunosupresor por parte de la AmB (Choi et al., 2010) y que alteraciones en la
respuesta inmunitaria pueden originar profundos cambios en el hospedador dando
lugar a efectos secundarios importantes como la toxicidad derivada del incremento de
citoquinas proinflamatorias (Shadkchan et al., 2004; Yano et al., 2009).

El tipo de respuesta T helper que se active en el hospedador es clave en la evoluciéon
de la leishmaniasis. En general, la produccion de citoquinas pro-inflamatorias (TNF-a,
IFN-y, IL-1, IL-6, etc) activan una respuesta Thl, caracterizada por la activacion de
macréfagos y la produccion de 6xido nitrico (NO) y superoéxido, lo cual se asocia con
una proteccion del hospedador frente a la infeccion. Por el contrario, la respuesta Th2
(IL10, IL-4, etc) se asocia con una mayor susceptibilidad a la infeccion y con mayor
capacidad del microorganismo de evadir la respuesta inmunitaria del hospedador

(Romani & Howard, 1995; Mesa-Arango et al., 2012).
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Espectro de accidn frente a Leishmania

En la préactica clinica, la AmB es un farmaco ampliamente utilizado para el tratamiento
de la leishmaniasis visceral y cutdnea humana. En comparaciéon con otros farmacos,
tales como la miltefosina, la paramomicina o el estibogluconato de sodio, la aparicion
de resistencias es bastante rara y por lo general, la AmB presenta una actividad
leishmanicida superior. El principal factor limitante sin embargo es su toxicidad (Tabla
4). Ademas, existen diferencias segun el tipo de formulacibn de AmB que se utilice, lo

cual puede atribuirse en cierta medida al diferente perfil farmacocinético.

Tabla 4. Comparacion de la actividad leishmanicida de diferentes farmacos usados en la
practica clinica y actividad anti-leishmania de diferentes formulaciones deAmB in vitro e in vivo.
Clave: La actividad de los estudios in vitro viene expresada como la concentracion (ug/mL)
necesaria para inhibir el 50% del crecimiento parasitario y en los estudios in vivo se expresa
como la dosis (mg/kg) necesaria para reducir el 50% de la carga parasitaria en el higado de
ratones BALB/c.

Especie/forma
parasitaria T Estiboglu-
experimento | Fungizona® | Miltefosina e conato de AmBisome® | Abelcet® | Amphocil® Ref.
micina
invivo oin sodio
vitro)
L. donovani/ Ese'feb”v
amastigotes 0.06 3.1 46.4 29.8 - - - ool
(in vitro) 2010
L. donovani/ Yardley
amastigotes 0.013 - - - 15 2.6 0.02 & Croft
(in vitro) 2000
Yardley
L. major/ ‘%ggrgﬁ
amastigotes 0.2 - - - 1.8 2.9 0.6 Yardléy
(in vitro) & Croft
2000
L. donovani/
(modelo in vivo Yardley
de 0.21 - - - 0.73 2.7 0.32 & Croft
leishmaniasis 2000
visceral)

Perfil farmacocinético

La administracion IV de AmB sigue siendo la ruta de administracion preferente para el
tratamiento de la leishmaniasis visceral. El perfil farmacocinético de la AmB viene
caracterizado por: (i) una alta unién (95 - 99%) a proteinas plasmaticas (Bekersky et
al., 2002); (ii) amplia acumulacién en tejidos (Torrado et al., 2008); (iii) un patrén

bifasico de eliminacién plasmética, caracterizado por una semivida inicial de 24-48 h'y
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una fase de eliminacion mas lenta (aproximadamente durante 15 dias) (Daneshmend
& Warnock, 1983; Bellmann, 2007) y (iv) eliminacién de forma inalterada de la mayor
parte del farmaco (Bellmann, 2007). En la tabla 5, se recogen las principales
diferencias farmacocinéticas entre la AmB convencional y las nuevas formulaciones de
AmB comercializadas.

Tabla 5. Datos comparativos del tamafio de particula, estructura y parametros farmacocinéticos
en humanos de las distintas formulaciones comercializadas de AmB tras administracion IV.
Clave: Cnax concentracion méxima plasmatica, AUC, area bajo la curva, V4, volumen de
distribucién, T, semivida de eliminacioén.

Tamafio
L, de Dosis (mg Cmax AUC vd tie
Formulacién particula Estructura kg—l) (Ug erl) (ug x h erl) (L kg—l) (h)

(um)

Ref.

0.6 1.1 17.1 5.1 - (Dupont 2002)

(Ayestaran,

Fungizona® 0.035 Micelas 0.8 1.46 17.2 - - Lopez et al.
1996)

(Heinemann,
1 1.7 18.7 2.4 26.8 Bosse et al.
1997)

(Walsh,
2.5 1.09 8.9 - - Whitcomb et

; al. 1997)
Complejo

lipidico 5 17 95 131 173.4 (Dupont 2002,

®
Abelcet 16-11 (Forma de AEMPS 2013)

cinta) -
(Adedoyin,

5 2.39 19.17 132.8 393 Swenson et al.

2000)

(Sanders,
0.25 0.8 9.4 3.4 86 Buchi et al.
1991)

(Sanders,
0.5 0.84 21.0 5.5 157 Buchi et al.

Dispersion 1991)

0.11 - coloidal (Sanders,
0.14 (Forma de 1 2.2 46.3 7.6 244 Buchi et al.

disco) 1991)

Amphocil®

(Sanders,
1.5 2.5 57.3 8.9 235 Buchi et al.
1991)

5 3.1 43 4.3 - (Dupont 2002)

(Walsh,
1 8 27 0.58 10.7 Yeldandi et al.
1998)

(Walsh,
2.5 19 65 0.69 8.1 Yeldandi et al.
1998)

o Liposomas (Walgh,
AmBisome 0.06 - 0.08 unilame 5 58 269 0.22 6.4 Yeldandi et al.
lares 1998)

5 83 555 0.11 - (Dupont 2002)

(Walsh,
7.5 90 476 0.26 8.5 Yeldandi et al.
1998)

Liposomas
Fungisome™ | 2.7-35 Multilame 1 1.01 11.43 2.28 17.2
lares

(Romero &
Morilla 2008)
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Dentro de las formulaciones lipidicas existen dos grupos con caracteristicas bien
diferenciadas. Por un lado, el Abelcet® y Amphocil® estan caracterizados por presentar
una rapida desaparicién del torrente sanguineo tras la administracion IV, lo cual se
relaciona con una rapida distribucién en tejidos (posiblemente tras ser fagocitados por
los macréfagos del SRE una vez que han sido opsonizados por los componentes del
plasma). Esto justifica los bajos valores de AUC y de Cmax plasmatica, asi como los
altos valores de semivida de eliminacién y volumen de distribucion. Por otro lado, el
AmBisome® presenta unas caracteristicas totalmente diferentes. Tras la administracion
IV, el farmaco permanece en plasma, que en este caso actuaria como reservorio para
después ser distribuido a los diferentes a tejidos (Torrado et al., 2008). Su peffil
farmacocinético viene marcado por altos valores de AUC y Cmax plasmaticos y un
menor volumen de distribucién y semivida de eliminacién. Esto se debe a que el
AmBisome®esta constituido por pequefios liposomas unilamelares que pasan
desapercibidos mas facilmente frente al SER (Torrado et al., 2008). El Fungisome™ es
también una formulacién liposomal pero al tratarse de liposomas multilamelares de
gran tamafio su perfil farmacocinético es similar al del el Abelcet® y Amphocil®. La
Fungizona® al presentar un tamafio micelar tan pequefio hace que se excrete por la

orina mas facilmente, siendo la causa de su mayor toxicidad a nivel renal.

s an aa

‘. . '] Amphocil®

10 M
’.‘.' Abelcet®
Fungizone® AmBisome® Fungisome ©

Fig 16. Representacion de la estructura de las diferentes formulaciones comercializadas de
AmB adaptado de Storm & Crommelin, 1998; Williamson, 2002; Vyas & Gupta, 2006; Romero
& Morilla, 2008.
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Toxicidad

Los principales efectos adversos relacionados con la administracion IV de AmB son: la
nefrotoxicidad y las reacciones adversas relacionadas con la perfusion. La aparicion
de efectos adversos es uno de los principales problemas que limita el uso en la
practica clinica de la AmB. Con las nuevas formulaciones lipidicas se ha conseguido
reducir parte de la toxicidad asociada a la administracion IV de la AmB convencional;
aun asi los efectos adversos de la AmB son muy numerosos.

La toxicidad aguda aparece durante o tras la administracién IV del farmaco y viene
asociada con la producciéon de citoquinas proinflamatorias. Entre los efectos adversos
agudos mas comunes se encuentran los siguientes: fiebre, escalofrios y rigidez,
cefaleas, nauseas, vomitos, diarrea, dolor en el lugar de la inyeccion con o sin flebitis,
etc. Algunos de estos efectos, se pueden mitigar con la administracion de analgésicos,
heparina, antihistaminicos y/o antieméticos.

La principal toxicidad crénica se manifiesta a nivel renal (Laniado-Laborin & Cabrales-
Vargas, 2009). El dafio renal se manifiesta como insuficiencia renal, hipocalemia,
hipomagnesemia, acidosis metabédlica y poliuria secundaria a diabetes insipida
(Laniado-Laborin & Cabrales-Vargas, 2009). Generalmente, la funcion renal mejora
con la interrupcion de la terapia. Sin embargo, pueden aparecer frecuentemente
algunos trastornos permanentes, especialmente cuando se administra una dosis
acumulada superior a 5 g (AEMPS, 2013). Estudios en humanos han demostrado que
la administracion de solucién salina, ya sea por via oral o parenteral, reduce
considerablemente la incidencia y severidad del dafio renal secundario a AmB. Otro
efecto adverso que aparece frecuentemente hasta en un 70% de los pacientes es la
anemia (Laniado-Laborin & Cabrales-Vargas, 2009).

Las formulaciones lipidicas al presentar una menor toxicidad, pueden ser
administradas en dosis superiores (5 mg/kg en vez de 1 mg/kg) que la Fungizona®, lo

que puede traducirse en mayor eficacia. Sin embargo, hay que tener en cuenta el
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coste del tratamiento en donde a excepcion del Amphocil®, todas las formulaciones
lipidicas presentan un coste muy superior al de la Fungizona® (Tabla 6). En el
tratamiento humano, no obstante, es mas preciso considerar el gasto global por
paciente teniendo en cuenta los costes derivados de la hospitalizacion y el tratamiento
de los efectos adversos. En ese sentido, el perfil farmaco-econémico del AmBisome®
es mas favorable cuando se compara al de la Fungizona®, resultando un coste global
en torno a 3000 € menos cuando el paciente es tratado con la especialidad liposémica

(Carnero, 2005).

Tabla 6. Comparacion del coste diario del tratamiento con diferentes formulaciones de AmB
para un paciente de 70 kg.

Tratamiento Dosis recomendada Precio/contenido Coste diario del tratamiento para
(mg/kg) del vial un paciente de 70 kg
Fungizona® 0.6—1 5.8 €/ 50 mg 58-11.2€
AmBisome® 1-3 141 € /50 mg 282 - 705 €
Abelcet® 3-5 65.3 € /50 mg 326.5-457.1€
Amphocil® 3-4 3.12€/50 mg 156-18.7€
Fungisome ™ 1-3 85 /50 mg 170 - 425 €

En los animales, el tratamiento con AMB en sus formas lipidicas se ve muy limitado
debido a su alto precio, por lo que solo se emplea en forma de Fungizona® en casos

en los que no se consigue respuesta con los tratamientos de primera linea.

Formulaciones de caracter no comercial
Actualmente se estan desarrollando diversas formulaciones de anfotericina B que
actian como sistemas de liberacion sostenida, que permitirian administrar dosis mas
elevadas, modificar la farmacocinética y reducir la toxicidad de la anfotericina (Torrado
et al., 2008; Chavez-Fumagalli et al., 2015).

-Liposomas pegilados

-Niosomas

-Cocleatos (“Multi-lamellar cylindrical micelles”)
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-Complejos con polyvinylpirrolidona
-Microesferas de albumina y PLGA
-Nanosuspensiones
-Nanoparticulas

-Neoglicoproteinas

-Copolimeros

-Poli-agregados

-Super-agregados inducidos por calor

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

El diagnostico en la leishmaniosis visceral sigue siendo un reto, a pesar de los
avances realizados en el desarrollo de varios estudios parasitologicos,
técnicas serolégicas y moleculares. Debemos tener en cuenta que una técnica
estandar adecuada debe tener una alta sensibilidad y especificidad, ser reproducible,
facil de realizar y adaptable para su uso en laboratorios locales sin sofisticados
equipos, y debe detectar todos los perros infectados en cualquier etapa de la
enfermedad usando preferentemente métodos no invasivos. También es fundamental

que el precio de la técnica no sea excesivamente costoso (Maia & Campino, 2008).
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Parasitologico
Citologia/
Histologia

Inmunohisto-

quimica

METODOS DE
DIAGNOSTICO

\ — Serologico
PCR " [ Cuantitativo u‘
Convencional IFA/ELISA /

Nested PCR | Cualitativo-Test
/ \ rapidos

Fig 17. Métodos de diagnéstico méas comunes en la leishmaniosis canina.
Modificado de Solana-Gallego et al., 2011.

1. DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO

Es el diagnéstico de eleccién y el mas fiable. Consiste en la evidenciacion del parasito
por: visualizacion directa (centesis de ganglios o médula 6sea y biopsia cutanea),
técnicas de biopsia molecular (PCR) y xenodiagnostico (infeccion de Phlebotomus)

(Alvar, 2001).
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1.1. Puncion de ganglios/medula 6sea y biopsia cutanea

El método mas asequible es la puncion de ganglio y/o médula 6sea (en la 5°-6° union
costocondral, preferentemente) y realizaciébn posterior de frotis y tinciébn con los
métodos de tincion convencionales. Los amastigotes de Leishmania aparecen en el
interior del citoplasma de los macro6fagos o circulantes, como cuerpos ovalados
basofilos de menos de cuatro micrometros. La aparicion de una sola célula parasitada
se considera un resultado positivo.

La puncién ganglionar es menos (til ya que el porcentaje de falsos negativos es mayor
que en las muestras obtenidas a partir de la médula ésea.

Una desventaja de este método, es que el numero de parasitos presentes en estos
tejidos puede ser baja, y por lo tanto una punciéon negativa que por tanto no es
excluyente. Por lo que hay que realizar varias muestras y apoyar el diagnostico en
otras pruebas complementarias.

Pero la desventaja mas importante es que es un método cruento para el animal, que
ademéas debe ser anestesiado.

El diagnéstico parasitolégico puede realizarse también por biopsia de lesiones
cutaneas erosivas cuando estas estan presentes.

1.2. Cultivo

Es un método que facilita la deteccién del parasito. Se pueden emplerar métodos di-
fasicos de agar-sangre (NNN -Novy-MacNeal-Nicolle- y Tobie) o medios liquidos
(Schneider, Grace, RPMI, C-199), enriquecidos con suero bovino fetal al 10-20%. Los
cultivos se mantienen a 24-26-28°C, haciéndose estudios al microscopio para la
busqueda de promastigotes un par de veces en semana, y realizando sub-cultivos
periodicamente hasta al menos 3 meses. Las muestras empleadas son las mismas

que las gue se utilizan en la observacién directa/tincion.
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1.3. PCR

A partir de muestras de piel o de médula ésea obtenidas mediante biopsia o centesis,
0 a partir de muestras de sangre periférica, aunque esta Ultima es considerada la
muestra menos Util. Esta técnica molecular se considera una prueba de elevada
sensibilidad y especificidad puesto que permite obtener un resultado positivo con la
presencia de un solo amastigote en la muestra problema (Roura et al., 1999). Sin
embargo, es de dificil aplicabilidad en las clinicas veterinarias.

1.4. Xenodiagndstico

Se suele utilizar para determinar la capacidad de transmision de la enfermedad en
animales asintométicos o en aquellos que se han sometido a tratamiento o a

vacunacion a nivel experimental (Mir6 et al., 2011; Dantas-Torres et al., 2014)

2. INMUNODIAGNOSTICO.

Los métodos inmunolégicos de diagndstico permiten evaluar la respuesta inmunitaria
celular y humoral.

2.1. Respuesta celular.

La técnica de elecciébn es la prueba de hipersensibilidad retardada o test de
Montenegro, empleada hasta el momento en estudios epidemiol6gicos. Tras la
inoculacion de promastigotes fenolizados por via intradérmica se valora a las 48-72 la
posible induracién que se forme (Baleeiro et al., 2006). La respuesta positiva indica
una respuesta celular eficaz.

2.2. Respuesta humoral especifica

Estd ampliamente difundida en la leishmaniosis canina. La deteccién de anticuerpos
especificos es especialmente util en la primera fase de la enfermedad. Sin embargo, la
deteccion de seropositividad no implica necesariamente que el animal esté
desarrollando la enfermedad (Nieto et al., 1999). Parece ser que un 10% de los perros

con anticuerpos no desarrollaran la patologia gracias a una respuesta celular eficaz.
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Aunque tradicionalmente se evaluaba la IgG, numerosos autores recomiendan el
estudio de los diferentes isotipos y subclases (Desplazes et al., 1995; Bourdoiseau et
al., 1997; Nieto et al., 1999; Iniesta et al., 2005)
Con este fin se utilizan basicamente la inmunofluorescencia indirecta, considerada el
método serologico de referencia, el test de aglutinacion directa, la técnica de
enzimoinmunoensayo, dot-ELISA, Western Blot y la inmunocromatografia o dipsticks.
e Inmunofluoresecencia indirecta (IFI)
Es la técnica mas utilizada en el diagndstico de la leishmaniosis canina
(Rachamim et al., 1991) y se la considera la técnica de referencia para otras
técnicas debido a su elevada sensibilidad y especificidad. La metodologia y los
criterios de interpretacion son bastante homogéneos por lo que permite
comparar resultados obtenidos en diferentes laboratorios.
Se considera como el umbral de positividad la dilucion 1/100 (Tesouro, 1984).
Se suele utilizar la seroconversion de la titulacion de los niveles de anticuerpos
con posterioridad al tratamiento como indicio de eficacia terapeutica
(Vercammen et al., 1996; Poli et al., 1997).
o ELISA
Son técnicas de gran fiabiliadad comparables al IFI, aunque con la ventaja de
gue puede ser automatizable y que es facilmente aplicable, rapido y de bajo
costo y por tanto muy 0til en condiciones de campo (Cardoso et al., 2004).
e Inmunoblot
Tiene como ventaja el que permite detectar ademas de anticuerpos especificos,
antigenos también especificos y detecta positivos en las fases tempranas de la
enfermedad (Aisa et al., 1998). Aunque es laboriosa y compleja, aporta una

mayor informacién en la evolucién diagndstica del animal que el ELISA.
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Tabla 7. Ventajas e inconvenientes de los métodos ordinarios de diagnéstico en la deteccion de
la infeccién de L. infantum en perros. Modificado de Solano-Gallego et al., 2011.

TECNICAS
DIAGNOSTICAS

SEROLOGIA

CUALITATIVO

CUANTITATIVO (IFAT,
ELISA)

CITOLOGIA/
HISTOPATOLOGIA

CULTIVO PARASITARIO

VENTAJAS

-La determinacion de los niveles
de anticuerpos es esencial para
el diagnéstico y el
establecimiento de un pronéstico

-Test clinico rapido

-Determina el nivel de
anticuerpos

-Un nivel alto de anticuerpos en
la presencia de signos clinicos
compatibles y/o anormalidades
clinicopatolégicas son un
diagndstico concluyente de
leishmaniosis clinica

Permite la deteccion directa del
parasito

-Hallazgos patolégicos son
sospechosos de infeccion
-Permite la exclusién de otros
diagnosticos diferenciales

-La citologia es rapida y no
invasiva

-Permite la deteccion del ADN de
Leishmania

-Alta sensibilidad (kADN) y
especificidad

-Cuantificacion de la carga
parasitaria (si PCR en tiempo
real

-Permite aislar Leishmania
-Facilita la identificacién
isoenzimatica del parasito

INCONVENIENTES

-No detecta la presencia real del
parasito Leishmania

-Reacciones serolégicas cruzadas con
Trypanosoma

-Proporciona solo resultados positivo o
negativo

-Diferentes sensibilidades y
funcionamiento con el riesgo de falsos
negativos

-Un resultado positivo necesita ser
mejor evaluado por una serologia
cuantitativa

-La exactitud depende del laboratorio
-Diferencias entre laboratorios y
técnicas de estandarizacion
inadecuadas

-Niveles bajos de anticuerpos
necesitan un estudio mas profundo

-Baja sensibilidad para la detecion de
amastigotes de Leishmania en tejidos
o fluidos corporales

-Requiere la realizacion de otras
pruebas diagnoésticas como la
inmunohistoquimica y/o PCR cuando
no se visualizan parasitos

-No muestra el estado inmunolégico
del perro

-Necesita experiencia

-Posible resultados de falsos positivos
si hay contaminacion del ADN
-Diferentes estandarizaciones y
técnicas usadas por los diferentes
laboratorios de diagndstico

-No muestra el estado inmunolégico
-No se puede realizar como Unica
técnica diagndstica para la
confirmacion de la enfermedad porque
un resultado positivo confirma la
infeccion por Leishmania pero no la
enfermedad

-Mucha inversion de tiempo y
laboriosas técnicas de laboratorio
-Puede necesitar un mes para que se
proporcione un resultado

-Solo se realiza en laboratorios de
investigacion
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Perros con signos clinicos y/o anormalidades clinico-

patologicas complatibles con Leishmaniosis canina (Lcan)

J/— Serologla cuantitativa

Elevada
m Bajo g Evaluacion crtologlca!hmtologma sospecha
«— m Sammeeel L eishmania amastlgotes
\

— -
1 PCR =M Negativo
Lcan
confirmada

Fig 18. Algoritmo de trabajo en el diagndstico de perros con sospecha clinica o anormalidades
clinicopatolégicos compatibles con leishmaniosis canina. Tomado de Solano-Gallego et al.,
2011.

Considerar
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CAPITULO I. ESTUDIO
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ANFOTERICINA B POLIAGREGADA
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Capitulo I. Estudio farmacocinético
ANTECEDENTES

Un parametro critico para las formulaciones de administracion intravenosas es su
biodistribucién por el organismo con el fin de llegar al 6rgano diana. Cuando se
administran particulas por via intravenosa, en muchas ocasiones son rapidamente
recubiertas (opsonizadas) por los componentes de la circulacién como son los factores
del complemento (Davis, 1997) Este proceso hace que las particulas opsonizadas
sean facilmente reconocibles por el sistema del reticulo endotelial (RES) como los
macrofagos principalmente localizados en el higado, bazo, pulmén y también por los
macroéfagos circulantes, los cuales son capaces de eliminar las particulas opsonizadas
de la circulacién mediante fagocitosis (Blunk et al., 1996). La hidrofobicidad superficial
de las particulas esta directamente relacionada con la cinética de depuracion
plasmética por el RES, de manera que cuanto mas hidrofébicas son las particulas mas
facilidad tienen de ser opsonizadas (Berry & Curtis, 2003). Ademas, otro factor clave
es el tamafio de particula, de manera que cuanto mas pequefio es el tamafio se evita
la eliminacién por parte del RES favoreciendo una semivida plasmatica mas larga
(Gref, 1994).

En enfermedades infecciosas como la leishmaniasis, los parasitos se acumulan
preferentemente en los macréfagos. En este tipo de enfermedad es interesante
vectorizar el farmaco hacia el lugar donde se localizan los parasitos y por lo tanto
favorecer la opsonizacion y fagocitosis lo cual puede realizarse por medio de cambios
en el estado de agregacién, tamafo de particula y hidrofobicidad de las particulas que
se vayan a administrar por via intravenosa.

Las formulaciones lipidicas comercializadas de anfotericina B (AmBiome®, Amphocil® y
Abelcet®) en el momento actual son las que presentan un mejor perfil de seguridad en
comparacion con laanfotericina B convencional (Fungizona® o anfoterician B
dimérica); sin embargo, el coste del tratamiento es bastante elevado, limitando el uso

de anfotericina B en los paises con menos recursos econdmicos en donde hay una
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mayor prevalencia de enfermedades potencialmente tratables conanfotericina B. Por
esta razon, el desarrollo de una formulacién de anfotericina B por via parenteral que
sea segura y al mismo tiempo coste-efectiva permitiria facilitar el acceso al tratamiento
con anfotericina B en muchos paises y ademas podria ser utilizada a nivel veterinario
(teniendo en cuenta la alta prevalencia de leishmaniasis canina en la cuenca del mar
Mediterrdneo), donde el alto coste de las formulaciones lipidicas deanfotericina B es

también una de las razones que limita su uso.

OBJETIVOS E HIPOTESIS

En estudios anteriores llevados a cabo por nuestro grupo de investigacion se
obtuvieron resultados prometedores en modelos de raton y hamster con anfotericina B
en forma poliagregada (Sanchez-Brunete et al., 2004; Espada et al., 2008b); por este
motivo es interesante poder evaluar si en especies de mayor tamafio como el perro, la
anfotericina B poliagregada presenta el mismo perfil farmacocinético (el cual esta
estrechamente relacionado con su eficacia), con el fin Ultimo de poder elegir una dosis
terapéutica que sea efectiva y poco toxica para llevar a cabo estudios de eficacia. Para
ello, el objetivo de este capitulo ha sido preparar anfotericina B poliagregada libre y
encapsulada en microsferas de albumina y evaluar su perfil farmacocinético en perros
Beagle para decidir que dosis son las mas convenientes para utilizar a posteriori en
ensayos de farmacodinamia en perros infectados. Se han estudiado diferentes
variables tales como, el efecto de la formulacion, la dosis administrada, el efecto de
anestesia, la administracién de dosis multiples y el estado de enfermedad o salud del
perro.

De manera esquemaética se recoge en la Figura 19, los objetivos e hipétesis de este

capitulo.
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OBJETIVOS & HIPOTESIS:

- Efecto del estado de salud del perro
- Efecto de la dosis administrada

- Efecto de la anestesia

- Efecto de las microsferas

‘ectorizacion hacia los
érganos diana infectados
por Leishmania

Opsonizacion
por las proteinas
plasma

Acumulacién en
tejidos

Fagocitosis por
macrofagos

Fig 19. Representacion esquematica de los objetivos e hip6tesis del capitulo.

MATERIAL Y METODOS

Materiales

La anfotericina B con una riqueza del 95% se compr6 de Azelis (Barcelona, Espafa).
El desoxicolato de sodio fue adquirido de Fluka Chemie A.G. (Buchs, Suiza). Las
diferentes sales fosfato se compraron en Panreac S.A. (Barcelona, Espafa). El
Ambisome fue comprado de Gilead Sciences, S.L. (Madrid, Espafia). La albumina
sérica humana (20%) se adquirié en el Instituto Grifols SA (Barcelona, Espafia). El
resto de productos quimicos y solventes empleados fueron de calidad farmacopea y se

compraron en Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia) o Panreac S.A. (Barcelona, Espafa).
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Preparacion de las formulaciones

Anfotericina B poliagregada

El modo de preparacion de la anfotericina B poliagregada es el siguiente el cual
también esta recogido en la Figura 20.

Inicialmente se prepard una dispersion micelar acuosa con desoxicolato de sodio (0.41
mg) a la cual se incorporaron dos sales fosfato (fosfato dibasico de sodio — 10 mg y
fosfato monobasico de sodio — 0.9 mg) como estabilizadores de pH. A continuacion,
se afiadio la anfotericina B (50 mg) y se mantuvo en agitacion hasta que la formulacion
presentd un aspecto opaco amarillo homogéneo. Finalmente, se diluyé con agua
desionizada esterilizada por filtracién, para obtener una concentracion de 5 mg/mL de
anfotericina B (Sanchez-Brunete et al., 2004). Para incrementar la estabilidad fisica de
la formulacion, ésta puede ser congelada a -40 °C y posteriormente liofilizada (Telstar,

Barcelona, Espafia) durante 48 h.

Desoxicolato de Sodio
Na,HPO4
NaH,PO4 Anfotericina

4h
N

Anfotericina B
poliagregada

Fig 20. Esquema de la preparacion de anfotericina B poliagregada.
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Microsferas cargadas de anfotericina B poliagregada

De forma esqumaticamente el modo de preparacion de las microseras de albumina

con anfotericina B poliagregada es el siguiente el cual también esta recogido en la

Figura 21:

e Una vez preparada la formulacién de anfotericina B poliagregada (213 mg),
gota a gota se afiadieron 100 ml de una solucién de albumina sérica humana.

e A continuacion, la mezcla se atomizé utilizando un atomizador Bichi B 191
(Flawil, Suiza) acoplado con una boquilla atomizadora de 0.7 mm.

e Los parametros optimizados para la atomizacion fueron los siguientes: flujo de
aire 463 L/h, una temperatura inlet (de entrada al equipo) de 120 °C, aspiracion
al 100% y bombeo de la solucién a atomizar a una velocidad de 3 ml/min. La
temperatura outlet (a la salida del equipo) se mantuvo constante entre 70-75 °C
(Sanchez-Brunete et al., 2004).

e Tras el proceso de atomizacion, el polvo amarillento depositado en el vaso

colector fue recogido

Anfotericina B Albumina sérica
poliagregada humana al 20%

Spray-
Drying

-

2.5 ml/min
T,=125°C
Asp=100%

Microsferas de
anfotericina B
poliagregada

Fig 21. Esquema de la preparacién de microsferascargadas de anfotericina B poliagregada.
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Simil de Fungizona o anfotericina B dimérica
Con el fin de comparar los diferentes estados de agregacién y tamafo de particula de
la anfotericina B poli agregada con la anfotericina B dimérica, se prepard este estado
de agregacion de manera equivalente al producto comercializado de Fungizona® de la
siguiente manera:
e Se disolvieron con agitacion 41 mg de desoxicolato de sodio en 5 ml de agua
desionizada.
e Una vez disuelto, se adicionaron 10 mg de fosfato dibasico de sodio y
posteriormente 0,9 mg de fosfato monobasico de sodio.
e A continuacion, se llevé a pH 12 afiadiendo gota a gota hidréxido de sodio 2M.
e Una vez que se ha alcanzado este pH, se adicionaron 50 mg de anfotericina B.
Tras una agitacion intensa, la formulacién adquiere un aspecto amarillo-
anaranjado transparente, ya que a pH 12 va a predominar la anfotericina B en
forma dimérica que es mucho mas soluble que la anfotericina B poliagregada
facilitando asi la interaccion con el desoxicolato de sodio.
¢ Finalmente, se ajustd el pH a 7,4 con acido ortofosforico 2M y se enrasé con
agua destilada en un matraz de 10 ml. Aunque se neutralice el pH, se mantiene
la forma dimérica de la anfotericina B sin agregarse ya que se encuentra

encapsulada en sistemas micelares.

El procedimiento seguido se representa en la figura 22:
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12) Desoxicolato 22) Fosfato dibdsico 32) Fosfato mono-  42) Anfotericina B
sédico de sodio bdsico de sodio

41 mg 10 mg 0,9 mg 50 mg

o
O

SIMIL DE
FUNGIZONA®,
ANFOTERICINA B
DIMERICA

Fig 22. Esquema de la preparacion de simil de Fungizona (anfotericina B dimérica).
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Caracterizacion de las formulaciones

Estado de agregaciéon

Todas las formulaciones se diluyeron con agua desionizada hasta una concentracion
de 5 pg/ml. Las muestras diluidas se analizaron entre 300 y 450 nm usando un
espectrofotémetro UV (espectrofotdmetro Shimadzu UV-1700) (Serrano et al., 2013)
Tamaiio de particula y potencial zeta

Las formulaciones se diluyeron (1 a 10 v/v) con agua desionizada (pH 6,5). Las
formulaciones una vez diluidas se dejaron durante 15 minutos a temperatura ambiente
antes de medir el tamafio de particula o el potencial zeta. El tamafio de particula y las
mediciones del potencial zeta se realizaron mediante espectroscopia de correlaciéon
foténica (Zetatrac, Microtrac, USA) a 25 °C a una longitud de onda de 633 nm. La
exactitud del instrumento se evalud utilizando una gota de perlas de latex (poliestireno,
tamafo medio 0,1 ym adquirido en Sigma Aldrich, Madrid, Espafia) en cloruro de sodio
50 mM (utilizado como fase dispersa), verificando asi que los resultados del tamafio

estaban de acuerdo con el tamafio nominal de las mismas.
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Todas las medidas (n = 5) se realizaron por triplicado y se calcul6 el tamafio medio
expresado en volumenasi como la desviacién estandar (Serrano et al., 2013).
Eficiencia de encapsulacion

Con el fin de cuantificar la cantidad de anfotericina cargada en las microsferas, una
cierta cantidad de microesferas se dispers6 en dimetilsulféxido por triplicado, se agitd
con el vortexdurante 15 minutos y se centrifugd durante 20 min. Posteriormente, se
mezclé 1 parte del sobrenadante con 19 partes de metanol y se cuantificd
laanfotericina en la mezcla resultante por espectrofotometria a 405 nm. El sedimento
se redispersonuevamente endimetilsulfoxido y se sometié al mismo procedimiento
(Sanchez-Bruente et al., 2004).

Morfologia

Las muestras se diluyeron en agua desionizada (a una concentracion de 1 mg/ml)
antes del analisis. Se colocé una pequefia gota de la muestra sobre una rejilla Formvar
© | CarbonCoated (F196 / 100 3,05 mm, Mesh 300, TabLabsLtd, Inglaterra),
eliminando el exceso de muestra con papel de filtro Whatman n° 1 (Serrano et al.,
2015). Las muestras se tifiieron negativamente con una solucién acuosa de acetato de
uranilo al 1% p / v. La microscopia electronica de transmision (TEM) se realizé en un
equipo JEOL (JEM 1010, USA, UCM, Madrid, Espafia) utilizando un voltaje de
aceleracion de 80 kV. Asi mismo, se realizd6 microscopia electronica de barrido (SEM)
utilizando un equipo JEOL (JSM 6335F, UCM, Madrid, Espafia) a un voltaje de
aceleracion de 5,0 kV. Las muestras en estado sélido (bien liofilizadas en el caso del
poliagregado o atomizadas sin diluir en el caso de las miscrosferas) se montaron en
una cinta adhesiva de doble cara y se recubrieron con una pelicula delgada de una

mezcla de oro 103/paladio previo a su analisis.
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Velocidad de liberacioén de la anfotericina B a partir de las miscrosferas

Los estudios de liberacion se llevaron a cabo en condiciones sink en tubos de 50 ml
que contenian tampén fosfato con desoxicolato sodico al 1% (50 mM, 45 ml, pH 7,4 +
0,1), mantenido a 37 % 0,5°C, con agitacion a 50 rpm (Al-Quadeib y col., 2015). Se
disolvid, bien laanfotericina B o lasmicrosferas cargadas con anfotericina B
poliagregada (equivalente a 5,0 mg de anfotericina) en 5 ml de solucién fisiologica
estéril al 0,9% de solucién salina y 5% de glucosa (1: 9 v/ v) y se afiadié al tampén
preparado. A diferentes intervalos de tiempo (5, 15, 30, 60, 120, 240, 300, 360 y 1440
min), se retiraron muestras (2 ml) y se filtraron a través de un filtro de membrana
Millipore de 0,45 um y se analizaron usando un método de HPLC validado (Espada et
al., 2008c). El volumen se reemplaz6 cada vez con medio precalentado para mantener

asi las condiciones sink.

Estudios de farmacocinética

Caracteristicas de los perros Beagles

El primer grupo de animales (sano) consistié en cuatro machos (peso entre 15 a 19,4
kg) y dos hembras (peso entre 13,1 a 17 kg) saludables aproximadamente 4 afios de
edad. Los experimentos fueron aprobados por el Comité de Etica correspondiente de
la Universidad CEU Cardenal Herrera (Valencia) y se llevaron a cabo en las
instalaciones de la granja de la universidad.

El segundo grupo de animales (infectados con Leishmania) estaba formado por cinco
hembras (peso entre 10,1 a 18,5 kg) aproximadamente de 2 afios de edad. Los perros
del segundo grupo fueron infectados por via intravenosa con una dosis de 5 x10’
promastigotes en fase estacionaria de L. infantum (M/CAN/ES/96/BCN150). El
diagnéstico de la infeccion fue confirmada por inmunofluorescencia, frotis y cultivo en

medio NNN de aspirados de médula 6sea. Un afio después de la infeccién, todos los
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animales mostraron titulos de anticuerpos = 1/3200 y cultivo de médula ésea positivo.
Los animales se alojaron segun las normas del comité de bienestar animal, siendo
alimentados diariamente y con libre acceso a agua a lo largo del experimento. Los
experimentos fueron aprobados por el Comité de Etica correspondiente de la
Universidad Complutense de Madrid y se realizaron en colaboracion con el grupo de
Investigacion de la Prof. Dra Guadalupe Mir6 del departamento de Sanidad Animal, y
del Prof Dr. Francisco Bolds del departamento de Parasitologia de la misma

universidad.

Estudios de farmacocinética en Beagles sanos

Los perros del primer grupo fueron asignados aleatoriamente para recibir anfotericina
B poliagregada libre (N = 3) o AmBisome® (N = 3) a la dosis de 5 mg/kg de peso
corporal. Previo a la administracion de anfotericina B, se administré6 durante 20 min
suero salino fisiolégico para prevenir la aparicion de arritmias. La anfotericina B
poliagregada (5 mg/ml) se diluyé con glucosa al 5% y solucion salina 0.9 % (Braun
Medical S.A., Madrid, Espafia) en un ratio 1: 1: 2, de manera gue la concentracion final
de anfotericina fue de 1,25 mg/ml. EI AmBisome® fue reconstituido utilizando agua
para inyeccion obteniendo anfotericina B a la concentracibn de 4 mg/ml siendo
posteriormente diluida a 1.25 mg/ml con glucosa al 5%. Ambas formulaciones se
administraron por via intravenosa (iv) lenta utilizando la vena cefélica durante un

periodo de 20 min en un volumen total de 60 ml.

Estudios de farmacocinética en Beagles con Leishmania

Los perros del segundo grupo fueron asignados aleatoriamente para recibir bien
anfotericina B poliagregada libre (n = 3) o microsferas cargadas de albumina (n = 2) a
la dosis de 5 mg/kg de peso corporal. Posteriormente, los perros recibieron dos dosis

mas de 5 mg/kg cada 15 dias.
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Igual que con los perros sanos, previo a la administracion de anfotericina B, se
administro durante 20 min suero salino fisiolégico para prevenir la aparicion de
arritmias. En la primera parte de este estudio, fue administrada intravenosamente
medetomidina (Domtor®, Esteve Veterinaria, Espafia) a una concentraciéon de 0,3-0,5
mg/kg como tranquilizante antes de la administracion de las formulaciones. Después
de la infusién de anfotericina B, se utilizé Atipamezol para neutralizar el estado de
sedacion (Antisedan®, Esteve Veterinaria, Espafia)

La anfotericina B poliagregada se preparé de la misma manera que ha sido descrita en
el apartado anterior y las microsferasse reconstituyeron usando agua para inyeccion
hasta una concentracion de 5 mg/ml que fue posteriormente diluida hasta 1,25 mg/ml
con glucosa al 5% y solucién salina fisiolégica al 0,9% (1: 1: 2, v/v/v). Ambas
formulaciones se administraron por via intravenosa (por la vena cefalica) durante un
periodo de 20 min en un volumen total de 60 ml.

Uno afio méas tarde, se realizé una segunda serie de estudios farmacocinéticos
realizados con los mismos beagles cuyo diagndstico de leishmaniasis seguia siendo
positivo. Los perros fueron asignados al azar para recibir formulacién poliagregada a
dosis de 5 mg/kg (n = 3) 0 10 mg/kg (n = 2) de peso corporal. En este caso, no se

administré ningln anestésico antes de la infusién de anfotericina.

Recogida de muestras de plasma y analisis de anfotericina B

Después de la administraciéon de las diferentes formulaciones, se extrajeron diferentes
muestras de sangre (2 ml) a distintos tiempos para el andlisis farmacocinético y se
recogieron en tubos de litio / heparina (Aquisel SL, Barcelona, Espafa). Los tiempos
de muestreo fueron los siguientes: tiempo cero (predosis), 0,25, 0,5, 1, 2, 5, 8, 24 h en
Beagles infectados y a 0, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 24 y 168 h en Beagles sanos (Tabla

8). El plasma se separ6 por centrifugacion y se almacen6 a -20 °C.
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Tabla 8. Tiempos de muestreo llevados a cabo durante los estudios de farmacocinética.

Volumen de sangre extraido

Tiempos de la toma de sangre N2 de extraccion (mi)

ADMINISTRACION DE SUERO SALINO ANTES DE EMPEZAR CON EL TRATAMIENTO

Blanco (antes de la administracién de

- 12 2 ml
la anfotericina)

ADMINISTRACION POR VIA INTRAVENOSA EN PERFUSION DE LA AMB

T=0 (justo después de terminar la
administracion del farmaco, sacada de
la extremidad opuesta de la via por la

gue se administra la anfotericina)

22 2ml

T=15 min (después de terminar el
tratamiento, sacada de la via por donde 32 2 ml
se administra el farmaco)

T=30 min 42 2ml
T=60 min 52 2ml
T=2 horas 62 2ml
T=5horas

72 2ml

(4h y 6h en las Beagle sanos)

T= 8 horas 82 2 ml
T= 24 horas 92 2 ml
T=7 dias 102 2 ml
T= 15 dias 112 2 ml

A las muestras de plasma (250 ul) se les afiadi6 meloxicam (Fagrén SL., Madrid,
Espafia) como estandar interno (SI) a una concentracién final de 10 pg/ml. Se
realizaron dos extracciones con metanol (750 ul x 2) y una tercera con acetonitrilo
(750 ub). En cada extraccion, la mezcla se agitdé en vértex y después se centrifugd
(9000 rpm, 10 min). El sobrenadante (300 ul x 3) se recogid y los disolventes se
evaporaron en un concentrador (Savant, SpeedVac®) durante 6 h a 30°C. Las
muestras fueron reconstituidas con metanol: fase moévil (1. 1, v/iv) y luego se

centrifugaron (9000 rpm, 5 min). El sobrenadante se analiz6 por un método de HPLC
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previamente validado (Espada et al., 2008c). El HPLC consistia en una bomba Jasco
PU-1580, un inyector Jasco AS-2050 Plus y undetector Jasco UV-1575 UV visible. La
integraciéon de los picos se realiz6 con el programa Borwin 1.5 para PC (JMBS
Developments). Los compuestos fueron separados con una columna con un tamafio
de particula de 200 x 4,6 mm x 5 um marca ThermoHypersil BDS C18 de fase inversa.
La elucién se llevé a cabo de forma isocréatica con una fase movil que consistia en una
mezcla de acetonitrilo-acido acético-agua (52: 4,3: 43,7, viviv), filtrada a través de una
membrana de 0,45 um de polipropileno (GH polypro, Pall Corp., USA). El flujo fue de 1
ml/min y el efluente se monitorizé6 a 406nm. Bajo estas condiciones, el tiempo de
retencion relativo de la anfotericina B y del IS fue de 5,8 y 4,9 min respectivamente.
Las concentraciones plasmaticas de anfotericina B fueron calculadas a partir de curvas
de calibracion de regresion lineal utilizando larelacibn de las alturas entre la
anfotericna B y el I1S. El rango lineal en plasma fue de 0,01 a 40 pg/ml (R*> 0,9995).
La recuperacion de anfotericinadel plasma fue 76,7%.

Andlisis de datos

El analisis farmacocinético de los datos se llevd a cabo utlizando el modelo no
compartimental (Bekersky et al., 1999; Serrano et al., 2013; Serrano et al., 2015). El
area bajo la curva de concentracion plasmatica versus tiempo (AUC) se calculd
utilizando la regla de los trapecios. La concentracion en el tiempo = 0 (Cax) Se calculd
por extrapolacion en el eje de las Y de la concentracion expresada en forma de In de
los dos primeros puntos de concentracion en plasma. La constante de velocidad de
eliminacién de fase terminal (A) se calculdé a partir de la pendiente negativa de la

porcién terminal In-lineal de la curva de concentracién plasmatica versus tiempo.

La semivida de eliminacion terminal (ty,) se calcul6 como 0,693 / A. El volumen de
distribucion se calculé como:

Varea = DOS'S / ()\ X AUCO_eo) (Eq. 1)
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El analisis estadistico (ANOVA) se realizé con Statgraphics Centurion XVI (version
16.1.15) considerando valores p <0.05 como diferencias estadisticamente

significativas.

RESULTADOS

Preparacion y caracterizacion de las formulaciones

Las principales caracteristicas (tamafio de particula, estado de agregacion, potencial
zeta y eficiencia de encapsulacién) y composicion de todas las formulaciones
ensayadas se encuentran resumidas en la Tabla 9. El estado de agregacion de la
anfoterina B se correlaciona con los espectros UV y con los picos de absorcion
maxima. Segun lo descrito por Torrado et al., 2008, la forma dimérica se caracteriza
por presentaruna banda intensa entre 328-340 nm mientras que las formas
poliagregadas se caracterizan por bandas de menor intensidad a las siguientes
longitudes de onda 360 - 363, 383-385 y 406-420 nm. Tanto la anfotericna B
poliagregada libre como la encapsulada en microsferas de albumina presentaron el
mismo espectro UV correspondiente con el estado de agregacion poliagregado (Figura

23).



Capitulo I. Estudio farmacocinético

Tabla 9. Principales caracteristicas de las formulaciones preparadas: composicion, excipientes
empleados, estado de agregacion (EA) junto con las longitudes de onda maxima en el UV,
tamafio medio de particula, potencial zeta (ZP) y eficiencia de encapsulacion (EE).

Formulacion

Tamafio
(Ratio .
medio de
Anfotericina: Excipientes EE (%)
- particula
Excipientes en
(um)
peso)
Anfotericina B Desoxicolato de sodio Dimero -16.5+2.3 99.8+0.2
dimérica Fosfato dibasico de
(49:51) sodio (328-340 nm) 0.01
Fosfato monobésico de
sodio
Hidréxido de sodio
Acido ortofosférico
AnfotericinaB  Desoxicolato de sodio Poliagregado 0.38 £ -39.7 1.2 -
pollag.regada Fos_fato dibasico de (360-363, 383 0.12
(49:51) sodio 385 406-420
Fosfato monobésico de ’ nm)
sodio
Microsferas de  Desoxicolato de sodio Poliagregado 31+14 +35.1+ 82.1+6.5
albumina Fosfato dibasico de
cargadas con  sodio (360-363, 383~ 1.8
anfotericina B Fosfato monobasico de 385, 406420
poliagregada sodio nm)
(5:95) Albumina sérica
humana al 20%

Las formulaciones con anfotericina B en forma dimérica tienen un color transparente
anaranjado, mientras que las formas poliagregadas son suspensiones amarillentas.
Por esta razén, la eficiencia de encapsulacion es muy alta en el caso de la
anfotericinadimérica cerca al 100% con un tamafio de particula en torno a las 30 nmy

un potencial zeta de -16 mV (no siendo tan estable como la formulacién poliagregada
con tendencia a precipitar a lo largo del tiempo). Sin embargo, la anfotericina B
poliagregada tiene un tamafio medio casi 10 veces superior que la dimérica con un
potencial zeta aln mas negativo de -39 mv lo que implica que es una sistema mas
estable. Como se observa en la Figura 23, la anfotericina B poliagregada se encuentra
en forma de agujas que tras ser liofilizadas se agrupan entre si con forma de roseta.
En cuanto a las microsferas, se caracterizan por presentar una eficiencia de
encapsulacion alta por encima del 80% siendo el rendimiento del proceso de la

atomizacion superior al 75%. Presentan forma redondeada con un tamafio de particula
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en torno a las 3 um en forma de donut en algunos casos debido a alta energia que se

genera a la salida de la boquilla atomizadora.
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Figura 23. Estado de agregacion y morfologia de las formulaciones. A) Estado de agregacion
de la anfotericina dimérica en comparacién con la anfotericina poliagregada y las microsferas
cargadas con anfotericina poliagregada. B) TEM de anfotericina poliagregada; Barra: 2 um; C)
SEM de anfotericina poliagregada liofilizada; Barra: 1 pm; D) TEM de microsferas de albdmina
cargadas con anfotericina B poliagregada reconstituidas en agua desionizada; Barra: 200 nm;
E) SEM de microsferas de albimina cargadas con anfotericina B poliagregada atomizadas,

Barra: 5 ym.
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Velocidad de liberacion de las microsferas

La suspension acuosa de anfotericina B mostré una liberacion limitada en PBS (pH
7,4) debido a la baja solubilidad acuosa a pH fisioldgico (<50 ug/ml). Por el contrario,
las microsferas de anfotericina B poliagregada (AmB-AME) mostraron un efecto burst
durante los primeros 15 min en PBS a pH 7,4 equivalente a una liberacion del 25% del
principio activo; sin embargo, posteriormente los niveles permanecieron estables a lo
largo del experimento indicando un equilibrio entre el farmaco unido a albumina vy el
farmaco libre en solucién-agregado (Figura 24). A las 24 h se observé una disminucién
en los niveles de anfotericina B, lo que probablemente podria explicarse por la

degradacién del farmaco en medio acuoso a 37°C.
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Figura 24. Velocidad de liberacion in vitro (%) de microsferas cargadas con anfotericina B
poliagregada. Clave: AME, microsferas de albumina.
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Perfil farmacocinético

Perfil farmacocinético en perros sanos

En primer lugar, queriamos comparar las diferencias a nivel farmacocinético existentes
entre el Ambisome® que es la formulacion mas utilizada en la practica clinica en
humanos en Europa, frente a la nueva formulacion de anfotericina B poliagregda.
Administrando la misma dosis de 5 mg/kg en perros Beagle sanos, las
concentraciones plasméaticas que se obtuvieron con el Ambisome® o con el

poliagregado son totalmente diferentes (Tabla 10 y Figura 24).

Tabla 10. Perfil farmacocinético en plasma tras la administracion de una dosis de 5 mg/kg de
anfotericina B poliagregada versus AmBisome® en perros Beagle sanos.

5 Co VAREA AUC.»
FORMULACION Tuz (H) (LGML) (LK) (LG-HIML)
Anfotericina B 56.1 + 3.5 2.1+0.3 19.9 2.7 20.4 1.6

poliagregada
Ambisome® 234+05 111%'31* 0.1+0.01 1539.7 + 82.5

La C, tras ser extrapolada con los dos primeros valores de concentraciones
plasmaticas fueron 2.1 y 110 ug/ml para el poliagregado y el Ambisome®
respectivamente, lo que da lugar a un AUC mucho mas elevado (77 veces superior)
para el Ambisome®. Sin embargo, a la hora de tratar la leishmaniasis es importante
gue el farmaco sea capaz de alcanzar el 6érgano diana durante el tiempo suficiente y
por eso son criticos otros dos parametros farmacocinéticos: el volumen de distribuciéon
por el organismo y la semivida plasmaética. En este caso, la anfotericina B
poliagregada presenta valores muy superiores al AmBisome® siendo el volumen de
distribucion casi 200 veces superior y la semivida plasmatica el doble. Esto significa

que el poliagregado es capaz de mantenerse en el organismo durante periodos mas
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prolongados y por lo tanto seria posible utilizar regimenes de administracibn mas
espaciados.

En resumen, mientras que el Ambisome® se caracteriza por presentar altas
concentraciones en plasma y lenta distribucion a tejidos, el poliagregado es
rapidamente eliminado del plasma pero no del organismo ya que a los 7 dias todavia
existe farmaco en el organismo (Figura 24). Esta rpida eliminacibn de plasma
posiblemente se relacione con la morfologia (tamafio de particula y carga) del
poliagregado que facilite su opsonizacién seguida de fagocitosis por el RES. Mientras
que los liposomas al tener un tamafio de particula préximo a los 70-80 nm pasa
desapercibido por el RES y se mantiene en sangre desde donde se va distribuyendo
lentamente a tejidos (Olson et al., 2008). Una distribuciéon similar también se ha
observado tras la administracion del Abelcet®, que es otra formulacion lipidica con
anfotericina B con un tamafio de particula en torno a las 3 um (Vanneaux et al., 2014).
Un aspecto relevante en la curva de concentraciones plasméaticas versus tiempo en el
poliagregado es que existe un incremento en las concentraciones plasmésticas entre
las 4 y 8 h posteriores a la administracion. Parece estar relacionado con varios
factores. Por un lado, puede ser el resultado de una entrada ciclica del farmaco en la
circulacion ya sea por excrecion en bilis, seguida de circulacion enterohepatica
(teniendo en cuenta que un alto porcentaje del farmaco se elimina inalterado por las
heces) o bien debido a una redistribucién en otros tejidos como el higado que secreta
lipoproteinas a las cuales se podria encontrar unida la anfotericina B. Por otra parte,
podria estar relacionado con el incremento diurno y/o postprandial de lipidos
circulantes que podrian desencadenar un aumento en la capacidad de unién de la
anfotericina B a estas lipoproteinas en plasma (Olivier & Tanner, 1987; Gershkovich et

al., 2010; Serrano et al., 2013)
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Figura 24.Perfil farmacocinético de anfotericina B poliagregada y AmBisome tras la
administracion intravenosa de una dosis de 5 mg/kg en Beagle sanos.

Por ultimo, cabe destacar, que de los tres Beagles a los que se les administr6 el
Ambisome®, uno de ellos sufri6 una reaccién adversa grave durante los 10 min
posteriores a la perfusion del tratamiento, acompafiada por taquicardia,
broncoespasmo, vomito amarillento y diarrea, que se resolvié 20 minutos después con
la administracion de suero fisioldgico por via intravenosa, ya que ayudd a diluir el
farmaco en sangre. Podriamos pensar que el Ambisome® al alcanzar una Cpax

plasméatica muy superior a la del poliagregado, el riesgo de toxicidad aguda es mayor.

Efecto de la dosis administrada y del estado de salud del Beagle

En los beagles infectados, se produjo un aumento significativo (p <0,05) de 1,5 veces
en el AUC cuando se administré una dosis de 10 en vez de 5 mg/kg de anfotericina B
poliagregada. Sin embargo, la relacion no fue lineal, es decir, aunque se doblo la
dosis, los valores encontrados en plasma solo fueron 1.5 veces superiores (teniendo
en cuenta el AUC). Por otro lado, cuando la misma formulacion de anfotericina B
poliagregada se administré a la dosis de 5 mg/kg en beagles sanos, los valores de
AUC vy las concentraciones plasmaticas fueron significativamente (p <0.05) menores

que en los perros infectados (Figura 25).
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Figura 25. Perfil farmacocinético de la anfotericna B poliagregada a diferentes dosis (5 y 10
mg/kg) vy la influencia del estado de salud del beagle sano o con leishmaniasis. *P< 0.05 en
comparacién con la formulacién poliagregada en beagles con leishmaniasis.

La anfotericina B presenta una alta union a proteinas plasmaticas superior al 95-99%,
de forma que cuando las proteinas se han saturado aunque se administre una dosis
mayor de farmaco, éste no puede quedarse en plasma sino que es rapidamente
retirado de la circulacién por el RES. Por este motivo, se podria explicar porqué al
doblar la dosis de anfotericina B poliagregada, los valores de AUC y de concentracion
plasmatica no son el doble sino solamente 1.5 veces superiores.

Por otro lado, hay que tener en cuenta que en los casos de leishmaniasis, el
proteinograma puede verse alterado, lo que podria repercutir en la interacciéon entre la
anfotericina B y las proteinas del plasma. Ademas, también hay que tener en cuenta
que la actividad fagocitica de los macréfagos infectados por Leishmania esta
disminuida (Olivier & Tanner, 1987), y por lo tanto, la captacién de particulas
opsonizadas de la circulacion podria ser inferior. Esto puede explicar por qué la
concentracion plasmatica de anfotericna B en los Beagles sanos es inferior a la de los

Beagles infectados. Este hecho también podria explicarse debido a que existe una
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mayor eliminacion de anfotericina B desde tejidos que se encuentran inflamados,
como puede ser el higado o bazo en perros con leishamniasis dando lugar a mayores
concentraciones plasmaticas o incluso a la unién de la anfotericna B al ergosterol de la
membrana de los parasitos que se encuentren en circulacion sistémica en ese

momento (Gershkovich et al., 2010).

Efecto de la anestesia

La administracién de anestesia antes de la infusién del poliagregado a la dosis de 5
mg/kg dio lugar a valores de concentraciones plasmaticas significativamente inferiores
(p<0.05) en comparacién con aquellos animales que no recibieron ningdn tipo de
anestesia (Figura 26). Esto podria deberse a que el anestésico se puede unir a
proteinas plasmaticas en un alto porcentaje, y al administrar la anfotericina B, las
proteinas se saturarian mucho mas rapido y por lo tanto, se desplazaria a la
anfotericina B de su lugar de unién, de manera que se redistribuiria a los tejidos en

mayor medida.

Otro problema afiadido de la anestesia es que agrava ciertos efectos adversos de la
anfotericina B tales como la hipotension, haciendo que el tiempo de recuperacion tras
la administracién del farmaco se prolongue de 1- 2h a 5-6 h, en los que el perro yace

tumbado practicamente sin moverse de manera atipica a su estado habitual.
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Figura 26. Perfil farmacocinético en perros con leishmaniasis de la anfotericina B poliagregada
libre y encapsulada en microsferas de albumina e influencia de la anestesia. * p< 0.05 entre la
formulacion poliagregada con o sin administracién previa de anestesia. T p< 0.05 entre la
formulacion poliagregada libre y las microsferas en presencia del anestésico.

Efecto de las microsferas

Cuando la formulacion poliagregada se administra encapsulada en microsferas de
albumina, el farmaco en si ya se encuentra unido a la albimina de las microsferas y
por lo tanto el efecto de la anestesia no es tan drastico. Debido al efecto transportador
de la albumina de las microsferas, la anfotericina B puede ligarse a ella y permanecer
mas tiempo en sangre. Como se puede observar en la Figura 26, existen diferencias
significativas entre el poliagregado libre y las microsferas ambos administrados en
perros anestesiados. Las concentraciones plasmasticas que se alcanzan con las
microsferas en presencia del anestésico son similares a las del poliagregado libre sin
previa administracion del anestésico. Por lo tanto, cabe pensar que la anfotericina B
poliagregada encapsulada en microsferas de albumina seria una formulacién que se
veria menos afectada por cualquier alteracion que se pudiera producir en el
proteinograma del perro y por lo tanto con menor riesgo de interacciones y efectos

adversos.
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Sin embargo, la realidad fue muy diferente, de las dos perras tratadas con microsferas,
una de ellas durante la segunda administracion desarroll6 un cuadro que se podria
asociar a un shock anafilactico, con broncoespasmo, que casi le produce la muerte.
Las microsferas fueron preparadas con albumina humana, ya que el coste de comprar
albumina de perro era muy alto y se requeria mucha sangre para poder conseguir la
albumina necesaria para poder preparar la formulacion, esto supone una limitacion en
el desarrollo de la formulacién. El efecto adverso observado podria deberse a una
sensibilizacion a la albumina humana tras la primera administracion intravenosa, lo
que daria lugar a un shock anafilactico la segunda vez que el Beagle entrase en
contacto con el mismo antigeno. No obstante, el hecho de que el efecto alergizante
sea atribuido a la albumina solamente es discutible, ya que por si misma la
anfotericina puede producir reacciones anafilacticas y de hipersensibilidad. Sin
embargo, no se observaron efectos adversos tras la administracién de la anfotericina B
poliagregada libre en ninguno de los Beagles. Por razones éticas, no se continué el

estudio con las microsferas.

Dosis multiples

La formulacion poliagregada libre se asocié con un mejor perfil de seguridad. Sin
embargo, no es conveniente administrar dosis muy elevadas ya que pueden producir
efectos de toxicidad severos en los perros. En humanos, se suele administrar una
dosis acumulada de 10-15 mg/kg de AmBsiome® en funcién de la gravedad de la
enfermedad. Por esta razon se decidieron dar tres dosis de 5 mg/kg con un intervalo
de administracién de 15 dias. Como puede observarse en la Figura 27, a los 15 dias
posteriores a la primera dosis y antes de administrar la segunda dosis de 5 mg/kg
todavia seguian quedando en plasma concentraciones de anfotericina B superiores a
0.03 pg/ml (valor que se ha elegido en base a la EDs in vitro de anfotericina B frente a
amastigotes). Sin embargo, las concentraciones fueron inferiores a este valor a los 15

dias posteriores a la segunda dosis.
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Figura 27. Concentraciones plasmaticas tras la administracién consecutiva de 3 dosis de 5
mg/kg de anfotericina B poliagregada cada 15 dias. En rojo se ha representado lo que podria
definirse como concentracién eficaz de anfotericina B frente a Leishmania.
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Capitulo Il. Estudio farmacodinamico
ANTECEDENTES

La leishmaniosis es ademas una zoonosis, en la que los principales reservorios son
los perros. El elevado porcentaje de perros infectados en las zonas endémicas
suponen un grave problema de salud publica, especialmente en el caso de los
animales infectados pero asintomaticos, ya que juegan un papel crucial en la
transmisibn de esta enfermedad. La dificultad de controlar los vectores y la
cuestionable eficacia de las vacunas comercializadas para uso veterinario, hacen que
la principal forma de control siga siendo el tratamiento de la enfermedad, tanto de los
enfermos como de los reservorios. Sin embargo, existen muy pocos farmacos
disponibles en el tratamiento de la leishmaniosis y ninguno consigue la eliminacion
total del parasito y en general presentan graves efectos secundarios.

Aunque se estan buscando nuevos compuestos activos frente a esta parasitosis,
poder llevarlos desde los laboratorios de investigacion hasta las fases de ensayos
clinicos y finalmente hasta su comercializacion supone mucho esfuerzo, dinero y
tiempo. Por ello y mientras tanto es interesante aprovechar los recursos ya
disponibles. La anfotericina B se ha usado con grandes reservas en el tratamiento de
la leishmaniosis porque la forma en la que se emplea produce toxicidad renal, sin
embargo, es un compuesto bastante eficaz y ademéas no se han descrito resistencias
al mismo. Entre las estrategias para mejorar el indice terapéutico de la anfotericina,
esta la preparacion de diversas formulaciones que reduzcan su toxicidad. Hasta el
momento, existen varias formulaciones comercializadas, bien en sistemas lipicos o en
dispersién coloidal, que se usan tanto en la candidiasis como en leishmaniosis
humana, con una mejor tolerancia y menor toxicidad que la formulacién en
deoxicolato, pero con un elevado costo econémico. Sin embargo, en el ambito
veterinario, el uso de anfotericina es muy limitada, y se prefiere el uso de glucantime o
la miltefosina por su mas facil manejo, a pesar de que existen resistencias y/o fallos

terapéuticos a ambos compuestos.
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OBJETIVOS E HIPOTESIS

Estudios previos realizados por nuestro grupo en un modelo de leishmaniosis en
criceto (Mesocricetus auratus) habian demostrado que la formulacion en microesferas
de albumina era altamente eficaz, consiguiéndose el aclarimiento de los parasitos en
los 6rganos diana con la remisiéon de los sintomas y ademas mostraba una mejor
tolerabilidad a dosis elvadas que la formulacién poliagregada libre (Sanchez-Brunete
et al., 2005; Rama Ifiiguez et al., 2006; Espada et al., 2008).

El modelo de criceto resulta ser el de eleccion como modelo experimental de la
leishmaniosis ya que el desarrollo de la enfermedad presenta elevadas similitudes con
lo que sucede en el perro y en el humano. Partiendo por tanto de los datos obtenidos
en este modelo se eligieron estas dos formulaciones, microesferas en albumina sérica
y en forma poliagregada libre para evaluar su eficacia en un modelo canino. Por otro
lado, debemos tener en cuenta que el proceso de absorcion, distribuciéon, metabolismo
y eliminaciéon de los farmacos varia de unos animales a otros, y por tanto puede
afectar a su eficacia, por lo que la eleccion definitiva de la formulacion a ensayar en
perros naturalmente infectados se realizd6 en funcion de los resultados de
farmacocinética realizados en el capitulo anterior.

Los objetivos concretos de este capitulo son:

1. Valoracion de la eficacia de una nueva formulacion de anfotericina B preparada
como poliagregado libre frente a la leishmaniosis visceral en un modelo de
leishmaniosis canina en animales naturalmente infectados, mediante métodos no
invasivos.

2. La formulacién de poliagregado libre se caracteriza por una mayor acumulacion en
organos diana y una lenta eliminacion, por lo que se ademas se pretende seleccionar
una pauta posoldgica que mejore la tolerabilidad del principio activo, evitando la

aparicion de efectos adversos.
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MATERIAL Y METODOS
REACTIVOS GENERALES
SOLUCION SALINA
-Cloruro sodico 99
-Agua destilada c.s.p. 1000 mi
PBS 10x
-NaH,PO, ¢ H,O 2.5 g
'NagHPO4 o7 Hzo 22.4 g

Disolver en aproximadamente 700 ml de agua destiladay ajustar el pH a 7,2
-CINa 87.6¢g

Completar hasta un litro de agua destilada.

Diluir a 1/10 antes de usar, con lo que al final se obtiene un tampdén hasta

concentracion final 0.01 M fosfato y 0.15 M cloruro sédico.

ALBUMINA SERICA BOVINA (BSA) Sigma

MEDIOS DE CULTIVO

MEDIO DE CULTIVO C-199 (SIGMA): adicionado de 1% de adenina (Sigma), 10 mM
en HEPES (Sigma) 50 mM; 0.2% de hemina (Sigma) 0.25% (p/v) en trietanolamina
(Sigma) 50%; bicarbonato (Panreac) 0.348 g/L, hepes 25 mM, penicilina (Penilevel)
100 Ul/ml, estreptomicina (Cepa) 100 ug/mly SBF (Quimigen) 20%, ajustandose el pH

a 7.2 y posterior esterilizacion mediante filtracién por membrana de 0.22 ym.
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MEDIO DE CULTIVO SCHNEIDER'S (SIGMA): adicionado de hepes 4 giL,
bicarbonato 0.4 g/L, penicilina 100 Ul/ml, estreptomicina 100 pg/ml y SBF 10%,
ajustandose el pH a 6.7 y posterior esterilizacion mediante filtracibn por membrana de

0.22 um.

OBTENCION DEL ANTIGENO (Extracto bruto salino)

Se emplearon promastigotes en fase estacionaria (dia 7 post-indculo) de L. infantum
de las cepas M/CAN/ES/92/BCN83 y M/CAN/ES/96/BCN150 obtenidos a partir de
cultivos en masa en medio Schneider's o en medio C-199 respectivamente. Dichos
promastigotes se sometieron a varios lavados por centrifugacion en PBS a 2500 r.p.m.
durante 10 minutos y posteriormente se dispusieron en tubos Eppendorff de base
conica inmersos en bafio de hielo y se sonicaron, mediante pulsos de 10 segundos, en
un sonicador (Hielscher GmBH) al 100% de potencia. El proceso finaliz6 cuando
microscopicamente no se observaba ningun promastigote entero. La extraccion de las
proteinas se realizé en PBS pH 7.2-7.4, durante 24 horas a 4° C. Al dia siguiente, se
centrifugd a 15.000 r.p.m. durante 1 hora a 4° C, recogiéndose el sobrenadante, que
fue dializado frente a PBS pH 7.2-7.4. La concentracion de proteinas fue valorada
mediante el método de Bradford. Una vez fraccionadas, las muestras fueron

congeladas a -80° C hasta su uso.

VALORACION DE PROTEINAS POR EL METODO BRADFORD

La concentracién proteica, en todos los casos, se determind mediante el método de
Bradford (1976), empleando una solucion colorante de Bio-Rad (Bio-Rad) y siguiendo
el procedimiento de microensayo que permite detectar concentraciones entre 5-25
pg/ml. Para ello, se realizé una curva patrén proteica (con BSA) a partir de una
solucion madre de concentracion 1 mg/ml. Se realizaron distintas diluciones de la
muestra problema en las mismas condiciones y a continuacion se afiadieron 200 ul del

reactivo de Bradford y se incubaron durante 5-10 minutos a temperatura ambiente.
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Posteriormente se midieron las absorbancias a 595 nm en un espectrometro

(Ultrospec Il Pharmacia LKB).

PORTA-OBJETOS ANTIGENADOS PARA INMUFLUORESCENCIA INDIRECTA
(IF1)

Se prepar6 una suspensién de promastigotes en fase estacionaria de L. infantum
(M/CAN/ES/92/BCN83) que fueron lavados con tampén PBS y posteriormente se
resuspendieron en tamp6n PBS-formol 4% a una concentracién de 4x10°. Se dispusieron
20ul de la suspension en cada uno de los pocillos de los portaobjetos para IFI

(BioMeriex). Una vez secos, la fijacion se realizé con acetona durante 15 minutos.

REACTIVOS DE ELECTROFORESIS
> Acrilamida/Bisacrilamida (30 : 0,8)
-Acrilamida (BioRad) 309

-Bisacrilamida (BioRad) 08¢

Se lleva hasta un volumen de 100 ml de agua destilada, la solucién final se filtra con

papel Whatman n°1, y se almacena en oscuridad y a 4° hasta su uso.

» Tampdn 3 M Tris-CIH, pH 8,8 (“Resolving”)

-Tris (Merck) 36.39

-Agua destilada c.s.p. 100 mi

Se disuelve la totalidad del Tris en aproximadamente 75 ml de agua destilada,
ajustandose a continuacion el pH a 8.8 con HCI 1N, y enrasando finalmente el volumen
hasta 100 ml de agua destilada. Se filtra con papel Whatman n°1 y se almacena a 4°C

hasta su uso.
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> Tampon 0.5 M Tris-CIH, pH 6.8 (“Stacking”)

-Tris (Merck) 6.0g

-Agua destilada c.s.p. 100 ml

Se disuelve la totalidad del Tris en aproximadamente 75 ml de agua destilada,
ajustandose el pH a 6.8 con HCI, y enrasando finalmente el volumen a 100 ml con agua

destilada. se filtra con papel Whatman n° 1 y se almacena a 4°C.

> Tampodn de electroforesis 10X, pH 8.3 ("Reservoir buffer")

- Tris (0.25 M) 30.3¢

- Glicina (1.92 M) (Amresco) 144 g

- SDS (1%) (Sigma) 10g

- Agua destilada c.s.p. 1000 ml

Almacenar a 4°C. Reconstituir en el momento de su uso.

» Amonio persulfato
-Amonio persulfato (Merck) 0,059
-Agua destilada 3ml

La disolucion se prepara justo en el momento de su uso.

> SDS 10%
-SDS (Sigma) 10g

-Agua destilada 100 ml
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> Tampdn de muestra

-Agua destilada 3 mi
-0.5 M Tris-CIH, pH 6.8 1ml
-Glicerol (Merck) 26 ml
-SDS 10% 0.8 mi
-Azul de bromofenol 0.05% (p/v)(Merck) 0.2ml

En el caso de que se requieran condiciones reductoras se afiadird a la mezcla un 10% de

B-mercaptoetanol.

TECNICA DE TINCION DE PROTEINAS

> Tincién con azul de Coomasie

-Azul de Coomasie R-250 (Merck) 0,25¢
-Metanol 125 ml
-Acido acético 25 ml
-Agua destilada 100 ml

> Decoloraciéon

-Metanol 10 ml
-Acido acético 10 ml
-Agua destilada 80 ml

> Marcadores de peso molecular

-Pretefidos de amplio rango (6.500-205.000 Da, Bio-Rad).
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REACTIVOS DE WESTERN-BLOT

» Tampon de electrotransferencia

- Glicina (39mM) 2939
- Tris (48 mM) 5819
- SDS (0,0375% p/v) 0,375¢g
- Metanol (20% v/v) 200 ml
- Agua destilada c.s.p. 1000 mi

> Solucién de bloqueo
- Leche desnatada Sveltesse Nestlé 59

- PBS 100 mi

> Solucién de revelado

- DAB (Sigma) 0.03 g

- PBS 10 ml

Preparar la solucion en el momento de su uso y afiadir 5 ul H,O, en oscuridad.

INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

Se prepararon diluciones seriadas por duplicado de los sueros de los animales obtenidos
antes y después del tratamiento en PBS desde 1/100 hasta la dilucion hasta 1/25600. A
continuacion, se depositaron 20 ul de cada dilucion en cada uno de los pocillos de los
portas previamente antigenados. Como controles negativos se utilizaron sueros de perros

sanos (valorados por un laboratorio externo) y PBS. Los sueros se incubaron en camara
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humeda, durante 1 h a 37°C después de 3 lavados con PBS se dejaron secar los
portaobjetos, se anadieron 10 pl del conjugado anti-IgG de perro marcado con
isotiocianato de fluoresceina (SIGMA) diluido 1/200 en PBS, junto con azul de Evans
(1/1000) y se incubod 1h 37°C en camara humeda. Finalmente, los portaobjetos se
lavaron 3 veces con PBS. Una vez secos se procedié al montaje con liquido de montaje
(Fluoprep) y se procedi6 a la observaciéon en un microscopio de fluoresceina. Se
consideron positivos los sueros cuya titulacion fue superior o igual a 1/100, punto de corte
elegido teniendo en cuenta los valores recogidos en nuestro area endémica (Solano-

Gallego et al., 2009; Paltrinieri et al., 2010).

ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

CON DODECIL SULFATO SODICO (SDS-PAGE)

Se llevé a cabo una electroforesis vertical en placa, en una cubeta Mini-Protean Tetra
de Bio-Rad y con una fuente de alimentacién de Bio-Rad, manteniendo un voltaje
constante de 125 V. El analisis de las muestras se realiz6 en geles de poliacrilamida
en sistema discontinuo, empleando dos geles de concentracién diferente y dos
sistemas de buffer también distintos. El primer gel se llamaba gel "Stacking" o
concentrador con un tamafio de poro grande, que se polimeriz6 por encima del gel
separador "Resolving", homogéneo al 12,5 %. La composicion de los geles era la
siguiente:

» Gel de separacion o "Resolving" homogéneo 12,5 % (por gel)

Componentes 12,5%

Bis-acrilamida 1,662 ml
Resolving 0,500ml
SDS 10% 0,04 ml
Agua destilada 1,598 ml
Amonio persulfato 0,200 ml
Temed* 4,2 pl
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» Gel de concentracién o "Stacking" al 4%

Componentes 4%

Bis-acrilamida 0,280 ml
Resolving 0,500ml
SDS 10% 0,02 ml
Agua destilada 1,130 ml
Amonio persulfato* 0,100 ml
Temed 2,8 nl

* Amonio persulfato: 0,05 g en 3 ml de agua destilada, se prepara en

el momento de su uso.

El proceso se llevo a cabo en condiciones reductoras, utilizando en este Ultimo caso, el
3-mercapto-etanol como agente reductor, que se afiadié a la mezcla de la muestra

proteica y el tampdn de muestra, calentdndose a 100° C durante 5 minutos.

Figura 28. Electroforesis en geles SDS-PAGE
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DETECCION DE ANTIGENOS POR WESTERN-BLOT

Las muestras de antigeno (200 ug) se sometieron a electroforesis en geles SDS-
PAGE al 12,5%, en condiciones reductoras. A continuacién, se transfirieron
electroforéticamente a papel de nitrocelulosa de 0.2 ym de poro (GE Healthcare) en
sistema semiseco.

Para la transferencia se colocaron varias capas de papel Whatman, embebido en
tampoén de electrotransferencia sobre la plataforma de la fuente, a continuacion, se
dispuso la membrana de nitrocelulosa, directamente sobre ésta el gel de
poliacrilamida, y ya por ultimo varias capas de papel Whatman embebidas en el
tampdn anterior, eliminando cuidadosamente las posibles burbujas que se hubieran
formado. La transferencia se efectio aplicando una corriente constante de 45 mA
durante toda la noche en un aparato de electrotransferencia Multiphor Il 2117
(Amersham Bioscience).

Una vez finalizada ésta, las membranas fueron incubadas a 37° C durante 2 horas en
solucion de bloqueo (leche en polvo descremada al 5% en PBS pH 7.2). Los sueros se
afadieron en la dilucién correspondiente en PBS-Tween 20 y leche descremada al
1%, incubandose durante tres horas a temperatura ambiente en agitacion, tras lo cual
se procedi6 a lavar las membranas con PBS-Tween 20 (3 x 5 minutos, en agitacion).
Posteriormente, se afiadio el conjugado marcado con peroxidasa a la dilucién indicada
por la casa comercial (anti-lgG, anti-lgG1, anti-lgG2, Serotec) en PBS-Tween 20 y
leche descremada al 1% con el que se volvié a incubar durante tres horas, en
agitacién y a temperatura ambiente. Finalmente, se procedié al revelado mediante
adicion del sustrato. La incubacion tuvo lugar en oscuridad, a temperatura ambiente y
sin agitacion hasta la aparicion de las bandas, tras lo cual se fren6 la reaccion,
mediante lavados en agua destilada y secado en papel de filtro, guardandose las

membranas en oscuridad.
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Figura 29. Equipo de
electrotransferencia Multiphor II
2117.

POBLACION DE ESTUDIO

Los animales objeto de inclusion en este estudio fueron perros con edades
comprendidas entre los 6 meses y los 14 afos, de diversas razas y sexo, procedentes
de un alberge de animales de la provincia de Valencia con leishmaniosis manifiesta,
cuyos anticuerpos habian sido evaluados previamente en una clinica externa a través de
la propia proectora, seleccionandose aquellos que presentabas titulos superiores a 1/400
(por tanto, dificilmente recuperables). Los animales fueron identificados con 3 digitos y
fotografiados en cada una de las visitas al centro.

Para confirmar su status clinico se les realizé un hemograma, bioquimica sanguinea
(proteinas, GPT, urea y creatinina) y proteinograma en el Laboratorio de Analisis Clinicos
APG -Animales Pequefios y Grandes (Madrid).

Finalmente, se evalué la sintomatologia en cada una de las visitas y se procedi6 a la
toma de muestra de sangre, para la realizacion de los correspondientes andlisis.

Los animales no recibieron ningun otro tratamiento a lo largo del estudio.
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VALORACION DE LA EFICACIA FARMACOLOGICA

El albergue que nos proporciond los animales pidié expresamente que no se realizaran
técnicas de caracter invasivo, por lo que no fue posible realizar extracciones de médula
Osea, bazo o ganglio y el seguimiento se realizd utilizando los criterios empleados
habitualmente en la préactica clinica veterinaria, es decir se hizo un seguimiento de la

evolucion de la sintomatologia clinica y de la serologia a lo largo del tratamiento.

Exploracion clinica

Los examenes clinicos se realizaron en cada una de las visitas, y consistieron en una
exploracion de los ganglios palpables (popliteos, preescapulares y submaxilares), estado
general (mucosas, temperatura, pulso), palpacién de higado y bazo, exploracién de la
piel, articulaciones, ojos, clasificando los signos de 0 a 3 segun la gravedad e
importancia. La suma de todos los sintomas nos permitia obtener un valor clinico maximo
de 80 puntos, que servirian posteriormente para cuantificar la evolucién clinica de cada
perro (Mateo et al., 2009) (ANEXO ).

Serologia

Para la evaluacion de los anticuerpos especificos frente a Leishmania infantum se
emplearon la inmunoflorescencia indirecta IFI (titulacion de los sueros) y el western-blot

(identificacion de proteinas marcadoras de evolucion de la enfermedad).

FORMULACION DE ANFOTERICINA B

La formulacion se preparé segun estd descrito en el capitulo I. El proceso de
preparacion en el estado poliagregado fue realizado por el Departamento de Farmacia
Galénica y Tecnologia Farmacéutica de la Facultad de Farmacia de la Universidad
Complutense de Madrid, siguiéndose un riguroso proceso de puesta a punto,

validacién y caracterizacion.
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Dosis y vias de administracion
Los animales se distribuyeron en 2 grupos a los que se les administro

Grupo 1) Dosis de 4mg/Kg de peso

Grupo 2) Dosis de 5 mg/Kg de peso
En ambos casos se aplico en pauta triple cada 15 dias.
El farmaco fue preparado individualmente para cada uno de los animales teniendo en
cuenta su peso. El tratamiento fue administrado por nosotros, por via endovenosa en
perfusion diluyendo el compuesto en un volumen 1:1 en suero glucosado y a
continuacion en 50 ml de solucién salina estéril.
La eleccion de la dosis y la formulaciéon se realiz6 en base a estudios previos
realizados por nuestro grupo en hamster y perros, segun esta descrito en el capitulo |
(Dea-Ayuela et al., 2004: Sanchez-Brunete et al., 2004a; Sanchez-Brunete et al.,
2004b; Sanchez-Brunete et al., 2005).
Evaluacion de los resultados
Para evaluar la eficacia se compararon los datos clinicos y la serologia en el dia 0 y 90
post-tratamiento.
Estudio estadistico
El andlisis estadistico se realiz6 mediante una ANOVA con el paquete estadistico

StatAdvisor.
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ANEXO |
FORMULARIO CLINICO
Fecha:
Nombre:
Sexo: macho hembra
Raza:
Edad:
T2 °C
Condiciéon y Problemas Puntuacién
6rganos afectados (marcar con un circulo)
Apetito 0123 0123 0123 0123
Condicion General Depresion 0123 0123 0123 0123
Cansancio 0123 0123 0123 0123
Polidipsia 0123 0123 0123 0123
Estado de carnes Atrofia de musculos temporales 0123 0123 0123 0123
Atrofia muscular general 0123 0123 0123 0123
Sistema Adenopatias 0123 0123 0123 0123
mononuclear Esplenomegalia
fagocitario o 2 |0 2 0 2 J0O 2
Ojos Conjuntivitis y/o blefaritis 0123 0123 0123 0123
Queratitis y/o uveitis 0123 0123 0123 0123
Coloracion (palidez) 0123 0123 0123 0123
Lesiones nasales (epistaxis) 0123 0123 0123 0123
Mucosas Lesiones orales (incluida la lengua) (dlceras | 0123 0123 0123 0123
y nédulos)
Lesiones gastricas (vOmitos) 0123 0123 0123 0123
Lesiones intestinales (diarrea) 0123 0123 0123 0123
Articulaciones Avrtritis 0123 0123 0123 0123
Prurito 0123 0123 0123 0123
Eritema 0123 0123 0123 0123
Ulceras 0123 [0123 |0123 |0123
Nodulos 0123 0123 0123 0123
) Alopecia 0123 (0123 |0123 |0123
Piel Despigmentacion y/o hiperpigmentacion 0123 0123 0123 0123
Alteraciones Seborreagrasa | 0123 0123 0123 0123
Querato-seborreicas Descamacion 0123 0123 0123 0123
Hiperqueratosis | 0123 0123 0123 0123
nasal y/o
plantar
Hiperqueratosis | 0123 0123 0123 0123
generalizada
Onicogriposis 0123 0123 0123 0123
PUNTUACION TOTAL /80 /80 /80 /80

Categorizacion de los sintomas 0 = ninguno ; 1 = bajo ; 2 = moderado ; 3 = grave
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RESULTADOS

SELECCION DE LOS ANIMALES

En el ensayo se incluyeron 23 perros, de los cuales, 1 por su agresividad fue eliminado
del estudio. El resto de dividié en dos grupos, en el Grupo 1, en el que se incluyeron
13 animales que recibieron la dosis de 4 mg/Kg en pauta triple y el Grupo 2 donde se
incluyé el resto, que recibié 5 mg/Kg.

En el grupo 1 se tuvo que sacrificar a 2 animales antes de acabar el estudio porque se
encontraban en un estado de la enfermedad muy avanzado.

Todos ellos fueron diagnosticados previamente de leishmaniosis por un laboratorio
externo mediante IFI, que consideraba valores positivos para leishmania, titulos por
encima de 1/80. Siguiendo las normas de la Protectora todos ellos iban a ser
sacrificados independientemente de su estado clinico ya que que superaban valores
de IFI de 1/400 (salvo 1 de los animales). Se les realizdé un analisis de sangre para
determinar.

En la tabla 11 se indica la fase clinica en la que se encontraban los animales al inicio
del estudio siguiendo la Guia LeishVet para el manejo clinico de la LCan (Solano-

Gallego et al., 2011).

Los animales se fueron asignando a uno u otro grupo segun su llegada a la Protectora.
En cuanto a la distribucion de animales en relacion al sexo, raza o actividad, los
resultados se muestran en la tabla 12. El 61,9% eran hembras, el 85% eran perros

mestizos y también el 85% eran perros de compaiiia.
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Tabla 11. Asignacion del estadio clinico de los animales antes del tratamiento, segun la

Guia LeishVet, en la que se tiene en cuenta los signos clinicos, serologia y los hallazgos de

Serologia

laboratorio (Solano-Gallego et al., 2011)

Signos clinicos

Alopecia, descamacion,

Hallazgos
laboratorios

Leucocitosis,
trombopenia,
microcitosis,

Estadio
clinico

001 1/800 hiperqueratosis nasal y/o plantar, | hipoalbuminemia con Il
onicogriposis un cociente A/G
alterado,
hiperglobulinemia
Depresion, cansancio, atrofia
temporal, atrofia muscular Anemia microcitica
general, adenopatias, prurito, hipocroma,
002 1/3200 descamacion, eritema, nédulos, leucocitosis, Il
alopecia, despigmentacion, hipoalbuminemia con
seborrea grasa, hiperqueratosis, hiperglobulinemia
onicogriposis
en gen ' nopatias, leucocitosis,
conjuntivitis, queratitis, epistaxis, -
; . ; neutrofilia con
003 1/1600 prurito, eritema, ulceras, alopecia, desviacion izaui Il
i I esviacion izquierda,
despigmentacion, seborrea hinoalbuminemia con
grasa, descamacion, ﬁi eralobulinemia
hiperqueratosis, onicogriposis Perg
Depresion, cansancio, atrofia . .
muscular general, adenopatias Microcitosis,
artritis, prurito eri’tema ulceras, leucocitosis,
004 1/1600 P P PRI trombocitopenia, Il
alopecia, despigmentacion, hi ) .
L ipoalbuminemia con
seborrea grasa, descamacion, hi . .
; : ; S iperglobulinemia
hiperqueratosis, onicogriposis
Depresion, cansancio, atrofia Anemia microcitica
muscular, adenopatias, hipocroma con
esplenomegalia, conjuntivitis, leucocitosis con
005 1/400 prurito, eritema, ulceras, desviacion izquierda, Il
despigmentacion, seborrea trombopenia,
grasa, descamacion, hipoalbuminemia con
hiperqueratosis, onicogriposis hiperglobulinemia
Atrofia temporal_, adenopat_las, Microcitosis,
esplenomegalia, queratitis, leucocitosis
006 1/800 eritema, alopecia, hi : > Il
. o ipoalbuminemia con
despigmentacion, seborrea hiperalobulinemia
grasa, hiperqueratosis Perg
Depresion, cansancio, atrofia
muscular, adenopatias, . . "
esplenomegalia, conjuntivitis A”e”."a microcitica
queratitis Iesio,nes nasales ’ hipocroma,
007 1/800 . L h . leucocitosis, 1]
prurito, eritema, Ulceras, alopecia, hi ; ;
i > ipoalbuminemia con
despigmentacion, seborrea hi . :
it iperglobulinemia
grasa, descamacion,
hipergueratosis, onicogriposis
Anemia microcitica
Atrofia muscular, adenopatias, hipocroma con
009 1/400 ndédulos, alopecia, descamacion, leucocitosis, Il

hiperqueratosis

hipoalbuminemia con
hiperglobulinemia
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Anemia microcitica
Atrofia temporal, adenopatias, hipocroma con
010 1/400 Ulceras, ndédulos, alopecia, leucocitosis, Il
descamacion, hiperqueratosis. | hipoalbuminemia con
hiperglobulinemia
Anemia microcitica
011 1/400 Atrofia mus_c’ular, a}denqpati'as, h:gﬁggocrir:g;:n I
descamacion, onicogriposis. hi ; ;
ipoalbuminemia con
hiperglobulinemia.
Microcitosis,
Atrofia muscular, esplenomegalia hlpOCmeatQSIS,
012 1/400 , ' - . ! leucocitosis, Il
Ulceras, onicogriposis hi : ;
ipoalbuminemia con
hiperglobulinemia.
Microcitosis con
Atrofia muscular, adenopatias, hlpocromat95|s,
artritis, eritema, Ulceras, alopecia Ieucocnqss_y
013 1/1600 ' o ’ T trombocitosis. 1]
descamacion, hiperqueratosis, . . .
onicogriposis. Hipoalbuminemia
con
hiperglobulinemia.
Depresion, cansancio, polidipsia,
atrofia muscular, adenopatias, Anemia microcitica
conjuntivitis, prurito, eritema, hipocroma con
014 1/1600 Ulceras, nédulos, alopecia, leucocitosis, Il
despigmentacion, seborrea hipoalbuminemia con
grasa, hiperqueratosis, hiperglobulinemia
onicogriposis
Depresion, cansancio, polidipsia,
atrofia muscular, adenopatias, Anemia microcitica
conjuntivitis, prurito, eritema, hipocroma con
015 1/1600 Ulceras, nédulos, alopecia, leucocitosis, Il
despigmentacion, seborrea hipoalbuminemia con
grasa, hiperqueratosis, hiperglobulinemia
onicogriposis.
Anemia microcitica
L . ' hipocroma con
Depresion, cansancio, atrofia Lo
muscular, adenopatias, tlgﬁggggﬂ;
016 1/1600 conjuntivitis, queratitis, alopgpla, hipoalbuminemia con \Y
seborrea grasa, descamacion, hi lobuli .
onicogriposis. Iperglobulinemia.
Creatinina 2.04
mg/dl
Microcitosis
hipocroma,
Atrofia muscular, adenopatias, leucocitosis.
018 1/1600 alopecia, despigmentacion. Hipoalbuminemia I
con
hiperglobulinemia.
Microcitosis
hipocroma con
leucocitosis y
. . trombopenia.
019 1/1600 Atrofia mus_cular_, ad_enopatlas, Hipoalbuminemia 1]
onicogriposis.
con
hiperglobulinemia.
Creatinina 1,45
mg/dl
Microcitosis
hipocroma,
020 1/200 Depresion leucocitosis, |
trombopenia.
Hipoalbuminemia
con hipeglobulinemia
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Microcitosis
hipocroma,
trombopenia.
Atrofia muscular, adenopatias, Hipoalbuminemia
hiperqueratosis. con
hiperglobulinemia

021 1/800

Mirocitosis
hipocroma,
leucocitosis,
trombopenia. Il
Hipoalbuminemia
con
hiperglobulinemia.

022 1/800 Adenopatias.

Microcitosis
hipocroma,
trombopenia.
Hipoalbuminemia
con
hiperglobulinemia.

Cansancio, adenopatias,

023 1/400 - . )
onicogriposis.

Tabla 12. Distribucién de los animales incluidos en el estudio

D 4mg D S5mg Total
N (%) N (%) N (%)
Hembra 8 (66.66) 5 (55.55) 13 (61.90)
Sexo
Macho 4 (33.33) 4 (44.44) 8 (38.10)
Pura 0 (0) 3 (33.33) 3 (14.29)
Raza
Mestizos 12 (100) 6 (66.66) 18 (85.71)
Compaiia |9 (75) 9 (100) 18 (85.71)
Actividad | Caza 3 (25) 0 (0) 3 (14.29)
Otras 0 (0) 0 (0) )

ESTADO CLIiNICO DE LOS PERROS ANTES DEL TRATAMIENTO

La sintomatologia que presentaban los perros antes del tratamiento se recoge en las

tablas 13y 14.
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Tabla 13. Sintomatologia antes del tratamiento

Sintomas D 4mg D Smg
Pretratamiento (N =12) (N=9)
Normal 8 (67%) | 8 (89%)
Apetito Disminuido | 3 (25%) | O (0%)
Anorexia 1 (8%) 1 (11%)
Normal 11 (92%) | 8 (89%)
Estado general Apatia 1 (8%) 0 (0%)
Postracion | 0 (0%) 1 (11%)
1 [0) o)
Adelgazamiento Ausencia 8 (67%) | 8 (89%)
Atrofia muscular | p o (on i |4 (33%) | 1 (11%)
Ausencia 1 (8%) 1 (11%)
A o) [0)
Linfadenomegalia 1o 2. 4 (33%) | 3 (33%)
ganglios
>2 ganglios | 7 (58%) | S (56%)
Ausencia 8 (67%) |6 (67%)
Lesiones Moderadas | 4 (33%) |2 (22%)
oculares
Graves 0 (0%) 1 (11%)
Normal 11 (92%) | 8 (89%)
Mucosas
Anormal 1 (8%) 1 (11%)
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Tablal4. Sintomatologia antes del tratamiento

Sintomas D 4mg D Smg
Pretratamiento (N =12) (N=9)
Ausencia 12 (100%) | 9 (100%)
Epistaxis Presencia 0 (0%) 0 (0%)
] [0) [0)
Alteraciones Ausencia 12 (100%) | 9 (100%)
[0) [0)
Digestivas Moderada 0 (0%) 0 (0%)
1 (0] [0)
Poliuria/ Ausencia 12 (100%) | 9 (100%)
Polidipsia Presencia | 0 (0%) 0 (0%)
Ausencia 4 (33%) 2 (22%)
Forma
queratoseborreica | Presencia 8 (67%) 7 (78%)
Ausencia 7 (58%) 7 (78%)
Forma
Ulcerativa Presencia S (42%) 2 (22%)
Ausencia 9 (75%) 8 (89%)
Forma
nodular Presencia 3 (25%) 1(11%)
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-Apetito

El apetito fue normal en un 67% del grupo 1 y en un 89% en el grupo 2. En el grupo 1
se observo un 25% de animales con disminucion del apetito.

-Estado general

En ambos casos el estado general era normal en ambos grupos (92% y 89%,
respectivamente).

-Adelgazamiento y/o atrofia muscular

El 33% del grupo 1 y el 11% del grupo 2 mostraron adelgazamiento y/o atrofia
muscular

-Adenopatias

Se observé linfadenomegalia en la mayoria de los animales del ensayo. El 56 (grupo
1)-58% (grupo 2) de los animales mostré linfadenomegalia generalizada, considerando
como tal, aquellos casos en que presentaban dos o mas ganglios afectados.

- Lesiones oculares

El 33% de los animales presentaron alguna patologia ocular moderada o grave
(conjuntivitis, uveitis, queratitis, blefaritis).

-Mucosas

El estado de las mucosas fue normal en la mayor parte de los animales.

-Epistaxis

Ningun animal demostré este sintoma.

- Alteraciones digestivas

Ningun animal demostré esta alteracion.

-Poliuria/polidipsia

Ningun animal demostro este sintoma.

-Lesiones cutaneas
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El 67% (grupo 1) y 78% (grupo 2) presentaban una forma queratoseborreica. El 42%
(grupo 1) y el 22% (grupo 2) presentaban formas ulcerativas especialmente en las

patas y puntos de presién. Un pequefio porcentaje presentaban formas nodulares.

ESTADO CLIiNICO DE LOS PERROS DESPUES DEL TRATAMIENTO

La sintomatologia que presentaban los perros después del tratamiento se recoge en
las tablas 15y 16.

Tabla 15. Sintomatologia después del tratamiento

Sintomas D 4mg D 5mg

Postratamiento (N =12) (N=9)
Normal 12 (100%) | 9 (100%)

Apetito Disminuido | O (0%) 0 (0%)
Anorexia 0 (0%) 0 (0%)

Normal 10(83%) 8(89%)
Estado general Apatia 2(17%) 1(1%)
Postracion 0(0%) 0(0%)
1 [0) o

Adelgazamiento Ausencia 11(83%) 8 (89%)

Atrofia muscular Presencia 4 (17%) 1 (11%)

Ausencia 4 (33%) 2 (22%)

A o) 0,

Linfadenomegalia 102 . 7(58%) 6 (67%)

ganglios

1 (8%) 1(11%)

>2 ganglios

Ausencia 9 (75%) 8 (78%)
Lesiones oculares | Moderadas 3 (25%) 1(11%)

Graves 0 (0%) 1 (11%)

Normal 12 (100%) | 9 (100%)
Mucosas

Anormal 0 (0%) 0 (0%)
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Tabla 16. Sintomatologia después del tratamiento

Sintomas D 4mg D Smg
Postratamiento (N =12) (N=9)
Ausencia 12 (100%) | 9 (100%)
Epistaxis Presencia 0 (0%) 0 (0%)
Ausencia 12 (100%) | 9 (100%)
Alteraciones
Digestivas Moderada 0 (0%) 0 (0%)
1 o [0)
Poliuria/ Ausencia 12 (100%) | 9 (100%)
Polidipsia Presencia | 0 (0%) 0 (0%)
Ausencia 9 (75%) 6 (67%)
Forma
Queratoseborreica | Presencia 3 (25%) 3 (33%)
Ausencia 11 (92%) | 8 (89%)
Forma
Ulcerativa Presencia 1 (8%) 1 (11%)
Ausencia 11 (92%) | 8 (89%)
Forma
Nodular Presencia | 1 (8%) 1 (11%)
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-Apetito

El apetito paso a ser normal en el 100% de los animales en ambos grupos
-Adelgazamiento y/o atrofia muscular

El 17% del grupo 1y el 11% del grupo 2 mostraron este sintoma

-Adenopatias

Tan solo el 8% (grupo 1) y 11% (grupo 2), mostraron linfadenomegalia generalizada.

- Lesiones oculares

Solamente 1 animal (grupo 2) presentd una patologia ocular grave.

-Mucosas

El estado de las mucosas siguié normal en todos los animales.

-Epistaxis

Ningun animal demostr6 este sintoma.

- Alteraciones digestivas

Ningan animal demostré esta alteracion.

-Poliuria/polidipsia

Ningun animal demostro este sintoma.

-Lesiones cutaneas

El 25% (grupo 1) y 33% (grupo 2) seguian manteniendo una forma queratoseborreica.
Las Ulceras remitieron parcialmente y solo el 8% (grupo 1) y el 11% (grupo 2)

presentaban este tipo de lesiones.
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COMPARACION DEL ESTADO CLINICO ANTES Y DESPUES DEL

TRATAMIENTO

No hubo diferencias entre las dosis en cuanto a la mejoria del apetito. En ambas se

recuperé totalmente.

100+ @ Normal

90 A O Disminuido
80+ O Anorexia
701

60 1

501

40+

30

201

10+

0 T T T
Pre 4mg Post 4 mg Pre 5 mg Post 5mg

Fig 30. Comparacion del apetito antes y después del tratamiento a las diferentes dosis.

En cuanto al estado general, con la dosis de 5 mg aquellos animales que estaban en

estado de postracién se recuperaron total o parcialmente.

100 -
90 1
80 1
70 1
60 -
50 1

E Normal
O Apatia
O Postracién

40 4
301
20 1
10

Pre 4mg Post4 mg Pre 5mg Post5mg

Fig 31. Comparacion del estado general antes y después del tratamiento
a las diferentes dosis.
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Con la dosis de 5mg no hubo diferencias antes y después del tratamiento, sin

embargo, en el caso de la dosis de 4 mg, hubo una recuperacion del 16%

90 1
801
70
60 1
50 1
404
301
201
10

@ Ausencia
O Presencia

Pre 4mg Post 4 mg Pre 5 mg Post 5mg

Fig 32. Comparacion del adelgazamiento/atrofia muscular antes y

después del tratamiento a las diferentes dosis.

Las adenopatias fueron los sintomas mas frecuentes en todos los animales. Tal como

se puede apreciar en la gréfica, en el caso de la dosis de 4 mg, al inicio del estudio un

58% de los animales mostraba linfadenomegalia generalizada y tras el tratamiento

solo un 8% lo presentaba es decir se habia reducido en un 86%. En el caso de la dosis

de 5mg los resultados fueron similares, con una reduccién del 80,3%.

100 -
90 1
80 -
70 1
60 -
50 1
40 A
301
20 1
101

@ Ausencia
0O 1-2 ganglios

0O >2 ganglios

Pre 4mg Post 4 mg Pre 5mg Post 5mg

Fig 33. Comparacion de las adenopatias antes y después del
tratamiento a las diferentes dosis.
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En cuanto a las lesiones oculares se producen por acumulo de inmunocomplejos y
son dificiles de recuperar, por eso solo se observa cierta recuperacion en los casos en
los que inicialmente las lesiones eran moderadas, tanto en la dosis de 4 como de 5

mg.

100 - @ Ausencia
90 1 O Moderada
O Graves

80 -

70 A
60 1
50 1
40 A
30 1
20 1
101

Pre 4mg Post 4 mg Pre 5 mg Post 5mg

Fig 34. Comparacion de las lesiones oculares antes y después del
tratamiento a las diferentes dosis.

En el caso de las alteraciones de mucosas en ambos tratamientos se recuperaron el

100% de los animales.
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100 4 @ Normal
90 1 O Anormal
80 1
70 -
60 1
50
40 1
301
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10 A

Pre 4mg Post 4 mg Pre 5 mg Post 5mg

Fig 35. Comparacion de las alteraciones de mucosas antes y después del
tratamiento a las diferentes dosis.

Las lesiones cutaneas son las que mas rapida y favorablemente han evolucionado, asi
en el caso de las formas queratoseborreicas se redujeron un 62,6% en el caso de la

dosis de 4 mg, y un 57,7% en la dosis de 5 mg.

100 4 @ Ausencia

90 | O Presencia

80 1
70 1
60 1
50 1
40 A
30 1
20 1

101

Pre 4mg Post 4 mg Pre 5 mg Post 5mg

Fig 36. Comparacion de las lesiones cutaneas (forma queratoseborreica)
antes y después del tratamiento a las diferentes dosis.

Las formas ulcerativas, se redujeron un 80,9% con la dosis de 4 mg y un 50% con la
dosis de 5 mg. Esta diferencia entre dosis se debe a que en el grupo 1 habia mas

animales que mostraban lesiones ulcerativas.
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Pre 4mg Post 4 mg Pre 5 mg Post 5mg

Fig 37. Comparacion de las lesiones cutaneas (forma ulcerativa)
antes y después del tratamiento a las diferentes dosis.

Las formas nodulares fueron poco frecuentes, sin embargo, con la dosis de 4 mg se

redujeron un 68%, y no mejoré ningun animal con la dosis de 5 mg.

100 - B Ausencia

90
80
70
60 1
50
40
30
20
10

O Presencia

Pre 4mg Post 4 mg Pre 5mg Post 5mg

Fig 38. Comparacion de las lesiones cutaneas (forma nodular)
antes y después del tratamiento a las diferentes dosis.

Finalmente, ningun animal habia mostrado epistaxis, alteraciones digestivas ni

poliuria/polidipsia al inicio del tratamiento
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VALORACION DE LA EFICACIA DEL TRATAMIENTO SEGUN LA DOSIS: ESTADO
CLINICO

Si bien la presencia de un solo sintoma de los indicados anteriormente tiene valor
diagnostico en la leishmaniosis canina, para la valoracion de la dosis eficaz se debe
tener en cuenta el conjunto de todos los sintomas (Mateo et al., 2009). Tal y como se
indicé en el anexo |, a cada sintoma se le asigné un valor numérico en funcion de la

gravedad del mismo, de forma que el “score” total puede ir de 0 a 80 puntos.

En las siguientes graficas, cada punto representa el “score” clinico de cada animal,
antes y después del tratamiento, para las dos dosis estudiadas. El analisis estadistico

se realizé mediante una ANOVA con el programa estadistico StatAdvisor.

Antes del tratamiento

Despues del tratamiento

Fig 39. “Score” clinico antes y después del tratamiento a la dosis de 4mg

Tabla ANOVA

Fuente Suma de Cuadrados |G| |Cuadrado Medio [Raz6n-F Valor-P
Entre grupos (272,222 1 272,222 4,44 0,0512*
Intra grupos  1980,889 16 (61,3056

Total (Corr.) [1253,11 17
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*Puesto que el valor-P de la razon-F es mayor o igual a 0,05, no existe una diferencia
estadisticamente significativa entre las medias de las 2 variables con un nivel del

95,0% de confianza.

Antes del tratamiento

® Despues del tratamiento

Fig 40. “Score” clinico antes y después del tratamiento a la dosis de 5mg

Tabla ANOVA

Fuente Suma de Cuadrados |G| |Cuadrado Medio [Raz6n-F Valor-P
Entre grupos [107,556 1 107,556 1,27 0,2764*
Intra grupos  |1354,89 16 (84,6806

Total (Corr.) [1462,44 17

* Puesto que el valor-P de la razén-F es mayor o igual a 0,05, no existe una diferencia
estadisticamente significativa entre las medias de las 2 variables con un nivel del

95,0% de confianza.

RESULTADOS DE LA SEROLOGIA ANTES DEL TRATAMIENTO POR LA
TECNICA IFI

El IFI es considerada como la técnica “gold standard” en la leishmaniosis ya que
proporciona informacién fiable sobre la evolucion de la enfermedad.

Los perros que se incluyeron en el estudio, presentaban antes de la administracion del
tratamiento titulos superiores a 1/400 (con excepciéon de 1 animal) mediante IFI

realizado en un laboratorio de analisis veterinario externo. Debido a que el laboratorio
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no precisaba el titulo, se realiz6 en nuestro laboratorio una nueva titulacién. Los

resultados se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 17. Titulacion de anticuerpos anti-L.infantum de los perros de los
grupos 1y 2 antes del tratamiento.

D4mg D5mg
IFI
Pretratamiento
n (%) n (%0)
<1/100 0 (0.0) 0 (0.0)
1/100 0 (0.0) 0 (0.0)
1/200 0 (0.0) 2 (28.57)
1/400 5 (41.66) 0 (0.0)
1/800 3 (25) 2 (28.57)
1/1600 3 (25) 3 (42.85)
1/3200 1 (8.33) 0 (0.0)

En el grupo 2, aparecen 2 animales con titulo 1/200. El titulo del laboratorio externo en
1 de ellos fue 1/400, sin embargo, en nuestro caso, al repetirlo se consideré que
mostraba un titulo 1/200, ya que el titulo 1/400 era dudoso.

La mayoria de los animales del grupo 1 mostraba titulos de 1/400 (41,66%), mientras

que en el grupo 2, era de 1/1600 (42,85%).
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RESULTADOS DE LA SEROLOGIA DESPUES DEL TRATAMIENTO POR LA
TECNICA IFI

Los resultados de la tabla 9 muestran que hubo una disminucién de los titulos tanto en
el grupo 1 como 2. Dos animales (uno de cada grupo) pasaron a tener un titulo inferior
a 1/100. Cuatro animales (dos por grupo) mostraban un titulo de 1/100.

Cabe destacar que en el grupo 2, ningdn animal present6 titulos de 1/1600 (que
suponia el 42,85% de los animales al inicio del estudio) y en el grupo 1, un solo animal
pasé a tener este titulo. Finalmente, el Unico animal que habia mostrado los titulos
mas altos (1/3200) en el grupo 1, redujo el titulo a 1/800.

Tabla 18. Titulacion de anticuerpos anti-L.infantum de los perros de los
grupos 1y 2 después del tratamiento.

D4mg D5mg
IFI
Postratamiento
N (%) n (%)
<1/100 1 (8.33) 1 (14.28)
1/100 2 (16.66) 2 (28.57)
1/200 2 (16.66) 1 (14.28)
1/400 4 (33.33) 2 (28.57)
1/800 2 (16.66) 1 (14.28)
1/1600 1 (8.33) 0 (0.0)
1/3200 0 (0.0) 0 (0.0)
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VALORACION DE LA EFICACIA DEL TRATAMIENTO SEGUN LA DOSIS:
SEROLOGIA MEDIANTE IFI

El andlisis estadistico se realiz6 mediante una ANOVA con el programa estadistico

StatAdvisor.

Antes del
tratamiento

Despues del
tratamiento

Fig 41. Titulo de anticuerpos antes y después del tratamiento a la dosis de 4mg

Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados| Gl | Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 1,815E6 1 1,815E6 4,09 0,0555*
Intra grupos 9,76333E6 22 443788,
Total (Corr.) 1,15783E7 23

*Puesto que el valor-P de la raz6n-F es mayor o igual que 0,05, no existe una
diferencia estadisticamente significativa entre las medias de las 2 variables con un

nivel del 95,0% de confianza.

A pesar de la disminucion evidente de los titulos de anticuerpos, al realizar el test
estadistico, no encontamos diferencias significativas antes y después del tratamiento

con la dosis de 4 mg.
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Titulo de Ac

Antes del
tratamiento

Despues del
tratamiento

Fig 42. Titulo de anticuerpos antes y después del tratamiento a la dosis de 5mg

Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados |G| |Cuadrado Medio [Raz6n-F Valor-P
Entre grupos |2,59049E6 1 2,59049E6 10,52 0,0059*
Intra grupos  [3,44889E6 14 246349,
Total (Corr.) [6,03938E6 15

*Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, si existe una diferencia

estadisticamente significativa entre las medias de las 2 variables con un nivel del

95,0% de confianza.
Por tanto parece que la dosis de 5 mg es mas eficaz que la dosis de 4 mg.
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VALORACION DE LA EFICACIA DEL TRATAMIENTO SEGUN LA DOSIS:

SEROLOGIA MEDIANTE WESTERN-BLOT

Aungue no existe un acuerdo entre los diferentes autores en cuanto al valor prondstico
de un antigeno en concreto en cuanto a la evolucién de la leishmaniosis tras el
tratamiento farmacoldgico, la mayoria considera que las diferencias mas significativas
se pueden observar entre las proteinas de bajo peso molecular.

En nuestro estudio y debido a la gran variabilidad existente entre las cepas de
L.infantum decidimos realizar los western-blot empleando el extracto antigénico de dos
cepas de referencia (BCN83 y BCN150), que muestran diferente grado de virulencia
en animales de experimentacion, aunque pertenecen al mismo zimodema (MON-1) y
que originalmente habian sido aisladas de perros de la Peninsula Ibérica.

Ademas, de evaluar la respuesta por 1gG, se analizaron las respuestas por IgG1l e
IgG2, ya que parece que la presencia de uno u otro isotipo puede tener valor

pronéstico de la evolucién de la enfermedad.
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Pretratamiento
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Fig 43. Reconocimiento antigénico por IgG empleando antigeno BCN83
de los sueros a dia O pretratamiento
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Fig 44. Reconocimiento antigénico por IgG1 empleando antigeno BCN83
de los sueros a dia 0 pretratamiento.

El perfil de reconocimiento antigenico observado antes del tratamiento frente a Ag de
BCN83 para las IgG, fue muy similar entre todos los animales (figura 43),
observandose un patron muy complejo, donde la mayoria de los antigenos se
encontraban entre 20 y 70 kDa. Sin embargo, hubo més variaciones en el caso del
reconocimiento por IlgG1l, manteniéndose en todos los animales el reconocimiento de

las proteinas entre 40 y 45 kDa (figura 44).
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Flg 45. Reconocimiento antigénico por IgG2 empleando antigeno BCN83
de los sueros a dia 0 pretratamiento.

En las 1gG2, lo mas llamativo es el reconocimiento de proteinas de bajo peso

molecular, por debajo de 20 kDa (figura 45).
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Fig 46. Reconocimiento antigénico por IgG empleando antigeno BCN150
de los sueros a dia 0 pretratamiento

Cuando utilizamos el Ag BCN 150, el patrén de reconocimiento antigénico es muy

homogéneo, y el rango de reconomiento se amplia por debajo de 20 kDa (figura 46).
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Fig 47. Reconocimiento antigénico por IgG1 empleando antigeno BCN150
de los sueros a dia 0 pretratamiento.

El patrén de reconocmiento para las IgGl fue mas homogéneo entre los distintos
animales para BCN150 que para BCNB83. Y las proteinas mas intensamente

reconocidas estaban entre 20-30 kDa y entre 40-45 kDa (figura 47).
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Fig 48. Reconocimiento antigénico por IgG2 empleando antigeno BCN150
de los sueros a dia 0 pretratamiento
En relacion a la 1gG2, se puede observar que se mantiene el reconocimiento de las
proteinas de 40-45 kDa, pero hay una gran variaciébn en el reconocimiento de las

proteinas de bajo peso molecular entre los diferentes animales (figura 48).
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Fig 49. Reconocimiento antigénico por IgG empleando antigeno BCN83
de los sueros a dia 90 postratamiento
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Fig 50. Reconocimiento antigénico por IgG1 empleando antigeno BCN83
de los sueros a dia 90 postratamiento.

En el caso de las IgG frente a BCN83, se observa que se mantiene el reconocimiento

de las proteinas entre 40 y 45 kDa, variando la intensidad segun el animal. Lo mas

llamativo fue que se dejaron de reconocer las proteinas de bajo peso molecular en

todos los animales (figura 49). Cuando se analizan las IgG1, vemos que hay una

disminucién del reconocimiento en la mayor parte de los animales de las proteinas de

40-45 kDa (figura 50).
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Fig 51. Reconocimiento antigénico por IgG2 empleando antigeno BCN83
de los sueros a dia 90 postratamiento.

El perfil de reconocimiento por IgG2, frente a Ag de BCN83, tras el tratamiento es
mucho mas variable entre los diferentes animales, reconociéndose proteinas de

diferentes pesos moleculares por debajo de 30 kDa (figura 51).
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Fig 52. Reconocimiento antigénico por IgG empleando antigeno BCN150
de los sueros a dia 90 postratamiento

En la figura 52 se observa el reconocimiento por IgG empleando antigeno de BCN150,
el perfil de reconocimiento es mucho mas homogéneo entre los diferentes animales

que cuando se emplea el Ag de BCN83. Los titulos de anticuerpos tras el tratamiento
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se habian reducido en la mayor parte de los animales, en el western-blot este
fenomeno se refleja no solo en la intensidad de las bandas sino en la falta de

reconocimiento de algunas de ellas, especialmente las de bajo peso molecular.
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Fig 53. Reconocimiento antigénico por IgG1 empleando antigeno BCN150
de los sueros a dia 90 postratamiento

La disminucion en la intensidad de reconocimiento antigénico tras el tratamiento es

especialmente visible cuando se analizan las 1gG1 (figura 53).
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Fig 54. Reconocimiento antigénico por IgG2 empleando antigeno BCN150
de los sueros a dia 90 postratamiento

Para las IgG2, se sigue manteniendo visible un doblete entre 40-45 kDa, variando el

reconocimiento de los antigenos de bajo peso molecular segun el animal (figura 54).
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EFECTOS ADVERSOS

Para conocer la tolerancia del principio activo empleado, se llevé a cabo un estudio
exhaustivo de los posibles efectos adversos durante el periodo de tratamiento en todos
los animales incluidos. Se interrogaba y anotaba en cada visita cualquier incidencia
observada por los cuidadores.

El tratamiento se realiz6 por via endovenosa y durante el mismo ningin animal mostro
ninguln tipo de alteracién. En este paso se tuvo especial precaucion puesto que en
cada uno de los tratamientos se les administraba una dosis entre 7-8 veces la dosis
habitualmente empleada. Como el farmaco es un sistema de liberacion sostenida
tuvimos especial precaucion a la hora de establecer la pauta posoldgica, distanciando
las dosis (15 dias), para evitar que un exceso de farmaco acumulado pudiera dar lugar
a efectos adversos (especificamente toxicidad cardiaca, que ya habia sido observada
en estudios previos, cuando se administraba el tratamiento con una mayor frecuencia).
Solamente uno de los animales mostré efectos adversos después del segundo dia del
tratamiento, consistente en vomitos y disminucién del apetito, con estado de
postracion durante varios dias.

Debemos hacer especial mencién al perro 014 (“huesitos”). Su situacion clinica al
inicio del tratamiento era muy deplorable, con alteraciones renales y hepaticas debidas
al propio parasito. En el tratamiento de anfotericina B convencional se recomienda no
superar la dosis acumulada de 15 mg/Kg. Sin embargo, debido a la situacion de este
animal decidimos dar una cuarta dosis, es decir, una dosis acumulada de 20 mg.
Aunque la administracion del tratamiento no supuso la mejoria de la sintomatologia, no

se observaron efectos adversos tras el tratamiento.
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Sintomas principales:
Alopecia: 3
Descamacion: 2
Hiperqueratosis: 2
Onicogriposis: 2

IFI: 1/1400

Fig 55. Estado clinico del perro 014 al inicio del tratamiento
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FICHAS RESUMEN DE CADA ANIMAL ANTES Y DESPUES DEL
TRATAMIENTO

A continuacion, se detallan de forma mas ilustrativa la situacion clinica y serolégica de
cada uno de los animales antes y después del tratamiento.

Valores normales:

-Proteinas totales suero: 5,1 — 7,0 (g/dl)

-Cociente A/G: 0,72-1,90

FICHA RESUMEN

Perro 001
Sexo: Hembra
Raza: Podenco

DIAO

Sintomas principales:
Alopecia: 1
Descamacion: 2
Hiperqueratosis:1
Onicogriposis: 1

Puntuacion clinica: 6
Proteinas: 8,6 gr/dl
Cociente A/G: 0,38

IFI: 1/800

DIA 90

Sintomas principales:
Alopecia: 0
Descamacion: 0
Hiperqueratosis:0
Onicogriposis: 0

Puntuacion clinica: 2

IFl: 1/400
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FICHA RESUMEN

Perro 002
Sexo: Hembra
Raza: Cruce

DIAO

Sintomas principales:
Alopecia: 3
Descamacion: 2
Hiperqueratosis:0
Onicogriposis: 1

Puntuacién clinica: 25
Proteinas: 8,5 gr/dl
Cociente A/G: 0,34

IFl: 1/3200

Sintomas principales:
Alopecia: 1
Descamacion: 2
Hiperqueratosis: 0
Onicogriposis: 1

Puntuacion clinica: 14

IFl: 1/800
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FICHA RESUMEN
Perro 003

Sexo: Hembra
Raza: Cruce

DIAO

Sintomas principales:
Alopecia: 1
Descamacion: 2
Hiperqueratosis:2
Onicogriposis: 2

Puntuacidn clinica: 27
Proteinas: 9,7 gr/dl
Cociente A/G: 0,29

IFl: 1/1600

Sintomas principales:
Alopecia: 1
Descamacion: 2
Hiperqueratosis:2
Onicogriposis: 2

Puntuacién clinica: 21

IFl: 1/1600
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FICHA RESUMEN

Perro 004
Sexo: Hembra
Raza: Cruce

DIAO

Sintomas principales:
Alopecia: 3
Descamacioén: 1
Hiperqueratosis:1
Onicogriposis: 3

Puntuacién clinica: 29
Proteinas: 9,7 gr/dl
Cociente A/G: 0,29

IFI: 1/1600

DIA 90

Sintomas principales:
Alopecia: 0
Descamacion: 0
Hiperqueratosis:1
Onicogriposis: 2

Puntuacion clinica: 12

IFl: 1/200
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FICHA RESUMEN

Perro 005
Sexo: Hembra
Raza: Cruce

Sintomas principales:
Alopecia: 0
Descamacion: 1
Hiperqueratosis:2
Onicogriposis: 2

Puntuacidn clinica: 23
Proteinas: 9 gr/dl
Cociente A/G: 0,21

IFl: 1/400

Sintomas principales:
Alopecia: 2
Descamacion: 2
Hiperqueratosis: 2
Onicogriposis: 2

Puntuacién clinica: 29

IFl: 1/800
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FICHA RESUMEN

Perro 006
Sexo: Hembra
Raza: Cruce

Sintomas principales:
Alopecia: 3
Descamacion: 2
Hiperqueratosis: 2
Onicogriposis: 1
Adenopatias: 1
Despigmentacioén: 2

Puntuacién clinica: 17
Proteinas: 8,5 gr/dl
Cociente A/G: 0,4

IFl: 1/800

Sintomas principales:
Alopecia: 0
Descamacion: 0
Hiperqueratosis: O
Onicogriposis: 1
Adenopatias: 0
Despigmentacion: 0

Puntuacion clinica: 6

IFI: 1/200
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FICHA RESUMEN

Perro 007
Sexo: Macho
Raza: Pointer

DIAO

Sintomas principales:
Alopecia: 1
Descamacion: 2
Hiperqueratosis: 1
Onicogriposis: 1

Puntuacién clinica: 29
Proteinas: 8,6 gr/dl
Cociente A/G: 0,33

IFl: 1/800

DIA 90

Sintomas principales:
Alopecia: 1
Descamacion: 2
Hiperqueratosis: 1
Onicogriposis: 1

Puntuacién clinica: 21

IFl: 1/400
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FICHA RESUMEN

Perro 009
Sexo: Macho
Raza: Pointer

DIAO

Sintomas principales:
Alopecia: 1
Descamacion: 1

Puntuacién clinica: 14
Proteinas: 7,1 gr/dI
Cociente A/G: 0,34

IFI: 1/400

DIA 90

Sintomas principales:
Alopecia: 1
Descamacion: 1

Puntuacion clinica: 12

IFl: 1/400
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FICHA RESUMEN

Perro 010
Sexo: Hembra
Raza: Cruce

DIAO

Sintomas principales:
Alopecia: 1
Descamacion: 1
Hiperqueratosis: 1
Adenopatias: 3

Puntuacidn clinica: 11
Proteinas: 9 gr/dI
Cociente A/G: 0,2

IFl: 1/400

Sintomas principales:
Alopecia: 1
Descamacioén: 1
Hiperqueratosis: 1
Adenopatias: 1

Puntuacidn clinica: 9

IFI: 1/100
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FICHA RESUMEN

Perro 011
Sexo: Macho
Raza: Pointer

DIAO

Sintomas principales:
Alopecia: 1
Descamacion: 1
Hiperqueratosis: 1
Onicogriposis: 1
Atrofia muscular: 2

Puntuacidn clinica: 9
Proteinas: 6,6 gr/dI
Cociente A/G: 0,42

IFl: 1/400

DIA 90

Sintomas principales:
Alopecia: 1
Descamacion: 1
Hiperqueratosis: 1
Onicogriposis: 1
Atrofia muscular: 0

Puntuacién clinica: 7

IFl: 1/400
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FICHA RESUMEN

Perro 012
Sexo: Hembra
Raza: Pastro Aleman

DIAO

Sintomas principales:
Onicogriposis: 1
Ulceras: 2

Puntuacidn clinica: 8
Proteinas: 6 gr/dl
Cociente A/G: 0,49

IFl: 1/400

DIA 90

Sintomas principales:
Onicogriposis: 1
Ulceras: 0

Puntuacion clinica: 3

IFl: 1/100
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FICHA RESUMEN

Perro 013
Sexo: Hembra
Raza: Pointer

DIAO

Sintomas principales:
Alopecia: 1
Descamacion: 1
Hiperqueratosis: 1
Onicogriposis: 2
Adenopatias: 3

Puntuacién clinica: 16
Proteinas: 9,3 gr/dl
Cociente A/G: 0,25

IFl: 1/1600

DIA 90

Sintomas principales:
Alopecia: 1
Descamacién: 1
Hiperqueratosis: 1
Onicogriposis: 1
Adenopatias: 1

Puntuacion clinica: 11

IFl: 1/400
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FICHA RESUMEN

Perro 015
Sexo: Hembra
Raza: Cruce

Sintomas principales:
Alopecia: 2
Descamacion: 2
Hiperqueratosis: 2
Onicogriposis: 1
Adenopatias: 3

Puntuacién clinica: 29
Proteinas: 11,6 gr/dl
Cociente A/G: 0,17

IFl: 1/1600

Sintomas principales:
Alopecia: 1
Descamacion: 1
Hiperqueratosis: 1
Onicogriposis: 1
Adenopatias: 1

Puntuacidn clinica: 22

IFl: 1/400
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FICHA RESUMEN

Perro 016
Sexo: Macho
Raza: Cruce Braco

DIAO

Sintomas principales:
Alopecia: 1
Descamacion: 3
Onicogriposis: 1

Puntuacion clinica: 22
Proteinas: 8,9 gr/dlI
Cociente A/G: 0,25

IFl: 1/1600
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FICHA RESUMEN

Perro 018
Sexo: Hembra
Raza: Samoyedo

DIAO

Sintomas principales:
Alopecia: 1

Puntuacion clinica: 8
Proteinas: 8,2 gr/dl
Cociente A/G: 0,31

IFI: 1/1600

Sintomas principales:
Alopecia: 0

Puntuacidn clinica: 5

IFI: 1/100
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FICHA RESUMEN

Perro 019
Sexo: Macho
Raza: Samoyedo

Sintomas principales:
Alopecia: 1

Puntuacién clinica: 8
Proteinas: 10,3 gr/dl
Cociente A/G: 0,25

IFl: 1/1600
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FICHA RESUMEN

Perro 020
Sexo: Hembra
Raza: Cruce

DIAO

Sintomas principales:
Falta de apetito: 3
Puntuacion clinica: 3

Proteinas: 8,8 gr/dl
Cociente A/G: 0,31

IFl: 1/200

DIA 90

Puntuacidn clinica: 0

IFI: 1/100
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FICHA RESUMEN

Perro 021
Sexo: Hembra
Raza: Pastor Aleman

DIAO

Sintomas principales:
Alopecia: 1

Puntuacién clinica: 8
Proteinas: 8,7 gr/dl
Cociente A/G: 0,26

IFl: 1/800

Sintomas principales:
Alopecia: 1

Puntuacién clinica: 4

IFl: 1/200
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FICHA RESUMEN

Perro 022
Sexo: Hembra
Raza: Cruce

DIAO

Sintomas principales:
Adenopatias: 3

Puntuacidn clinica: 6
Proteinas: 8,7 gr/dl
Cociente A/G: 0,47

IFl: 1/800

Sintomas principales:
Adenopatias: 2

Puntuacion clinica: 0

IFl: 1/400
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FICHA RESUMEN

Perro 023
Sexo: Macho
Raza: Cruce gigante

Sintomas principales:
Adenopatias: 3
Seborrea grasa: 1

Puntuacidn clinica: 10
Proteinas: 6,9 gr/dI
Cociente A/G: 0,56

IFI: 1/200-1/400

Sintomas principales:
Adenopatias: 3
Seborrea grasa: 0

Puntuacion clinica: 2

IFI: 1/100
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RESUMEN PUNTUACION CLINICA Y TiTULOS DE ANTICUERPOS

Tabla 18. Resumen de la puntuacion clinica global y titulos de anticuerpos a dia 0 y a dia 90
post-tratamiento con anfotericina poliagregada, para cada uno de los animales.

Dia 0 Dia 90
001 6 800 2 400
002 25 3200 14 800
003 27 1600 21 1600
004 29 1600 12 200
005 23 400 29 800
006 17 800 6 200
007 29 800 21 400
009 14 400 12 400
010 11 400 9 100
011 9 400 7 400
012 8 400 3 100
013 16 1600 11 400
015 22 1600 12 400
016 22 1600 15
018 8 1600 5 100
019 8 1600 5
020 3 200 0 100
021 8 800 4 200
022 6 800 0 400
023 10 400 2 100
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FARMACOCINETICA

La anfotericina B poliagregada presenta un perfil farmacocinético completamente
diferente al del AmBisome® caracterizado por una rapida desaparicion de plasma tras
la administracion intravenosa y un volumen de distribucidén y semivida plasmatica muy
superiores, pudiéndose detectar niveles de anfotericina B en el organismo hasta 15
dias después de la infusion del farmaco. Este perfil farmacocinético tan caracteristico
esta relacionado intimamente con las caracteristicas morfolégicas que presentan los
poliagregados, un tamafio de particula muy superior al del Ambsiome® y un potencial
zeta muy negativo y ademas son particulas relativamente hidrofébicas (de ahi que
estén agregadas y no solubilizadas en el medio acuoso).

Por esta razén, cabe pensar que la rapida desaparicion de plasma ligada a una alta
acumulacion en el organismo podria estar relacionados con un proceso de fagocitosis
por parte de los macréfagos circulantes tras la administracion intravenosa seguida por
una acumulacién preferente en los tejidos del RES (higado, bazo y médula ésea) en
donde se localizan los macréfagos infectados por Leishmania (Gref et al., 2013).

El tamafio de particula del Ambisome® juega un papel clave en su perfil
farmacocinético. El tamafio medio de particula de los liposomas esta en torno a los 70-
80 nm siendo suficientemente pequefios como para ser menos opsonizados por los
componentes del plasma, pero al mismo tiempo, son lo suficientemente grandes como
para no ser rapidamente eliminados por el rifién (teniendo en cuenta que el glomérulo
renal filtra de forma efectiva particulas por debajo de los 10 nm (Choi et al., 2011). Por
esta razon, tanto el AmBisome® como el poliagregado se consideran formulaciones
ma&s seguras y no tan nefrotoxicas como la Fungizona® que al ser un sistema micelar
es la que tiene un tamafio de particula inferior dando lugar a una eliminacion renal mas
rapida y por lo tanto mayor acumulacion en este 6rgano y mayor nefrotoxicidad, no
pudiendo administrarse dosis diarias superiores a 1-1.5 mg/kg debido a los problemas

de toxicidad.
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En cuanto a la dosis Optima a administrar, se han probado varias opciones 5y 10
mg/kg. En ninguno de los casos, se han observado efectos adversos durante la
administracion. La farmacocinética del poliagregado se ha descrito como no lineal,
existiendo un equilibrio entre el farmaco que es transportado en sangre unido a las
proteinas plasmaticas (que pueden llegar a saturarse) y a la actividad fagocitica del
RES. En el caso de perros infectados con Leishmania, la capacidad fagocitica puede
estar disminuida pero también puede existir un descenso en las proteinas plasméaticas
a causa de la enfermedad, por lo que la variabilidad interindividual sera evidente en
funcidn de las caracteristicas de cada perro. Por esta razon, nos parecié mas prudente
comenzar los estudios de farmacodinamia con dosis de 5 mg/kg.

Quizas, las observaciones practicas mas importantes de este capitulo hayan sido: i)
que preferiblemente la administracién intravenosa debe de hacerse sin utilizar ningan
anestésico ya que la gran mayoria presenta una alta unién a proteinas plasmaticas y
va a interferir con el perfil farmacocinético del farmaco potenciando los efectos
adversos v ii) es preferible utilizar la anfotericina B poliagregada sin encapsular debido
al riesgo existente de que se puedan producir reacciones anafilacticas graves en mas
perros.

Segun diferentes fuentes bibliograficas (Tabla 3), la EDs, del Ambisome® frente a
amastigotes de Leishmania es superior a la de la anfotericina B dimérica y
monomeérica, de manera que cabria pensar que, aunque la concentracion plasmatica
del poliagregado fuese inferior a la del Ambisome® a los 7 dias tras la administracion
de 5 mg/kg, no necesariamente tiene porque presentar menor actividad frente a

Leishmania.



Tabla 19. Eficacia in vitro de la anfotericina B en diferentes estados de agregacion frente a
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diferentes especies de Leishmania en diferentes estados amastigote o promastigote.

ESPECIE (ESTADIO) FORMULACION EDso (LCG /ML) REF
Anfotericina B 0.069 + 0.01
monomeérica
L infantum Anfotericina B dimérica 0.033 £ 0.007 Ordofie et
: ; Anfotericina B 0.0037 £ 0.00232
amastigotes J al., 2007
monoméricaencpasulada
Anfotericina B 0.037 £ 0.0113
diméricaencapsulada
L. donovania Fungizona® 0.0166 + 0.0079
amastigotes Fungizona® micronizada 0.0045 + 0.0026 Manandhar
L. donovani Fungizona® 0.1125 + 0.0148 et al., 2008
promastigotes Fungizona® micronizada 0.0798 + 0.0248
L. donovani Fungizona® 0.013
amastigotes Amphocil® 0.02 Petit et al.,
Ambisome® 15 1999
Abelcet® 2.6
L. major amastigotes Fungizona® 0.2
(NEAL-P)
Ambisome® 1.8
L. major amastigotes Fungizona® 0.6
(JISH118) Ambisome® 2.0 Yardley
L. mayor Fungizona® 0.5 & Croft,
promastigotes 1997
(NEAL-P) Ambisome® 2.96
L. mayor Fungizona® 0.96
promastigotes
(JISH118) Ambisome® 3.21

Como se ha descrito en el apartado de la dosis mdltiple, en principio, el régimen
terapéutico basado en una dosis de anfotericina B poliagregada de 5 mg/kg cada 15
dias debiera de ser efectiva sin llegar a producir efectos téxicos desorbitados que no
permitan continuar con el tratamiento. Aunque se observé una mejoria clinica en los
beagles tratados con la anfotericina B durante los experimentos de farmacocinética,
hay que tener en cuenta que al ser Beagles infectados experimentalmente, recibieron
una carga parasitaria muy superior a la que ocurre de manera natural y por lo tanto,
presentaban un grado de la enfermedad demasiado avanzado, no obteniéndose
curacion clinica a largo plazo en ninguno de los perros a pesar de la administracion

intravenosa de anfotericina B.
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FARMACODINAMIA

Consideraciones y valoracion de los animales incluidos en el estudio

La leishmaniosis canina es una de las enfermedades parasitarias de mayor gravedad y
a su vez, de mas dificil manejo, debido principalmente a la variabilidad de los cuadros
clinicos, al frecuente fracaso terapéutico y a su caracter zoondsico y vectorial, lo que
dificulta su control en determinadas areas endémicas (Miré & Fraile, 1999).

Se han llevado diferentes estudios para desarrollar modelos de leishmaniosis canina
experimental con el fin de evaluar vacunas y tratamientos frente a esta enfermedad.
En este sentido, se han desarrollado dos tipos de modelos, aquellos en los que se
admistra un elevado inoculo de promastigotes por via intravenosa y los que se hacen
por via intradérmica, con inoculos mas pequefios pero que simulan mejor la forma
natural de infeccion.

En los modelos de administracion intravenosa se consigue la aparicion de los
sintomas clinicos en todos los animales (Strauss-Ayali et al., 2004; Rodriguez-Cortés
et al., 2007; Carcelén et al., 2009, Teixeira et al., 2011; Fernandez-Cotrina et al.,
2013), y de una forma mas rapida que en el caso del uso de la via intradérmica
(Paranhos-Silva et al., 2003; Travi et al., 2009).

Sin embargo, algunos autores consideran que este tipo de modelos no reflejan de
forma adecuada lo que ocurre en una infeccion natural. Asi, mas recientemente, Costa
et al., (2013) han desarrollado un modelo en el que se administraba por via
intradérmica una dosis elevada de promastigotes, pero en combinacion con saliva de
phlebotominos, consiguiendo una mayor similitud a la infeccion natural.

En cualquier caso, la evaluaciéon de farmacos en el caso de la leishmaniosis canina
empleando animales experimentalmente infectados supone graves dificultades no solo
en cuanto a disponer de un numero de animales suficiente, que estén en unas
condiciones adecuadas de alojamiento y aislamiento, sino a los condicionantes éticos.

Por ello, el empleo de animales naturalmente infectados permite realizar una primera
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aproximacion mas sencilla para evaluar la eficacia de farmacos. Previamente, nuestro
grupo habia realizado numerosos ensayos tanto de eficacia como de toxicidad en
modelos de hamster y ratdén, y ademas se habian realizado unos primeros ensayos en
perros. Nuestros resultados habian demostrado que se conseguia una elevada
eficacia empleando dosis muy elevadas en una pauta corta de administracion
(Sanchez-Brunete et al.,, 2004). Sin embargo y debido a que existen diferencias
considerables entre roedores y perros en cuanto al metabolismo de farmacos
decidimos iniciar el estudio con animales que estaban en una situacion de “desahucio”
y que habrian sido sacrificados por su estado avanzado de la enfermedad, ya que
desconociamos si el farmaco a la dosis a aplicar podia mostrar toxicidad (Dietz et al.,
1983). La desventaja, sin embargo, es que la mayor parte de los animales estaban en
la fase crénica de la enfermedad y no fue posible darles cuidados especiales
adicionales.

En nuestro estudio la mayoria de animales eran hembras (61.9%). No existen datos
concluyentes en cuanto a la influencia del sexo en la enfermedad, por lo que en
general no se considera un factor determinante.

Todas las razas de perros son susceptibles de padecer la enfermedad. En nuestro
estudio la mayoria de los animales eran de raza mixta (85,7%). Diversos autores
indican una mayor susceptibilidad entre los animales de pelo corto (Morillas et al.,
1996), en nuestro estudio el 90% de los animales eran de pelo corto, mientras que
solo el 10% eran de pelo largo, de los cuales dos eran de raza pura (samoyedos).
Todos los perros tenian una edad superior a dos afios. La edad es un factor de riesgo
de padecer la enfermedad ya que hay mas posibilidad de sufrir la picadura del
mosquito (Martinez-Cruz, 1990; Abranches et al., 1991; Mir6 et al., 2007b; Cortes et

al., 2012).
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Sintomas pretratamiento

La leishmaniosis puede dar lugar a diversos sintomas y manifestaciones, ya que
afecta a muchos y diversos drganos, es comun encontrar tanto animales asintomaticos
como animales realmente graves y afectados por la enfermedad dependiendo de la
fase de la enfermedad y del estado inmunitario. (Ciaramella et al., 1997; Koutinas y et
al., 1999). En la mayoria de los casos la enfermedad cursa con perdida de peso
progresivo, linfadenopatias y lesiones cutdneas (Pasa et al., 2005).

Tradicionalmente en funcion de los sintomas, los animales se clasificaban en
asintomaticos, oligosintomaticos y polisintomaticos (Mancianti et al., 1988). Sin
embargo, mas recientemente se ha empezado a utilizar un sistema de puntuacion
objetiva de los signos clinicos, lo que permite obtener una puntuacion clinica
individualizada y su valoracién a lo largo del tiempo (Rodriguez-Cortés et al., 2007;
Mird et al., 2009; Miré et al.,, 2011; Mir6 et al., 2012). En nuestro estudio, se ha
utilizado un sistema de categorizacion de los sintomas, donde se daban valores a 0 a
3 segun la gravedad, para diferentes sintomas, hasta un valor maximo de 80. No todos
lo animales presentaron sintomas graves pero debemos tener en cuenta que muchas
veces los perros pueden presentar formas sistémicas de la enfermedad, como
insuficiencia renal, sin presentar lesiones cutaneas ni signos clinicos evidentes (Mir6,
2013). De hecho, la puntuacién total en relacién a los sintomas clinicos oscil6 entre 29
y 3, a pesar de que todos los animales tenian titulos de anticuerpos especificos
superiores a 1/400 (ver Tabla 18).

En nuestro estudio el 76% de los animales mostraron un apetito normal y tan solo 2
animales mostraron anorexia. En cuanto al estado general era normal en el 90% de los
animales. El 24,8% de los animales mostr6 adelgazamiento o atrofia muscular,

resultados similares al de otros estudios (Ciaramella et al., 1997; Koutinas et al., 1999)
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Las lesiones cutaneas son constantes en la mayoria de los perros con leishmaniosis y
en ocasiones es el Unico signo clinico apreciable. Ademas, son muy pleomérficas tanto
desde un punto de vista clinico como histopatolégico (Ordeix & Fondati, 2013). Los
signos dermatolégicos mas comunes observados en perros con leishmaniosis incluyen
dermatitis exfoliativa, dermatitis ulcerativa y onicogriposis. Sin embargo, también se
diagnostican otras manifestaciones menos tipicas como dermatitis papular, dermatitis
nodular muco-cutanea o dermatitis pustular estéril (Saridomichelakis & Koutinas,
2014). Esta variacion clinica se debe a una amplia variedad de mecanismos
patolégicos que ocurren secundariamente a la inflamacién, deposicion de complejos
inmunes y/o produccion de autoanticuerpos (Koutinas & Koutinas, 2014) y a la
incapacidad del sistema inmunolégico para controlar la multiplicacién de los parasitos
y la invasion de los tejidos (McCall et al., 2013)

En nuestro estudio, la lesion cutanea mas frecuente era la queratoseborreica (71,5%)
La forma queratoseborreica se caracteriza por una dermatitis exfoliativa con lesiones
alopécicas y descamativas difusas, localizadas especialmente en cabeza vy
extremidades. Estos resultados concuerdan con otros trabajos donde se observa un
alto porcentaje de este tipo de lesiones tanto en animales naturalmente infectados
(Ciaramella et al., 1997; Poli et al., 1997; Koutinas et al., 1999; Almeida et al., 2005
Carcelén et al., 2009) como en infectados experimentalmente (Fernandez-Cotrina et
al., 2013; Hernandez et al., 2015a).

La siguiente forma cutanea mas frecuente es la ulcerativa (33,3%), coexistiendo en
varios animales ambos tipos de lesiones. Aparecen sobre todo en puntos de presion,
bordes de orejas, uniones mucocuténeas, etc. Los resultados obtenidos son similares
a los obtenidos por otros autores (Ciaramella et al., 1997; Koutinas et al., 1999),
aunque varios autores indican una mayor incidencia (Almeida et al., 2005).

Otra lesion relativamente frecuente en la Lcan es la onicogriposis. En nuestro estudio

el 56% de los animales presentaban onicogriposis, sintoma que aparece entre un 24-
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90% de los animales estudiados por otros autores (Koutinas et al., 2010; Costa et al.,
2013; Proverbio et al.,, 2014). Menos frecuente fue la hiperqueratosis nasal,
apareciendo en un 34% de los animales, valor muy inferior al encontrado por otros
autores (Koutinas et al., 2001; Koutinas et al., 2010; Hernandez et al., 2015a).

Las lesiones oculares son también un hallazgo frecuente en perros con leishmaniosis,
siendo la forma mas frecuente la conjuntivitis (Pefia et al., 2000; Koutinas et al., 2001).
En nuestro estudio este tipo de lesiones aparecié en un 30% de los animales, aunque
solo uno de los animales mostraba lesiones graves, valores similares a los
encontrados por otros autores.

Otro de los signos mas frecuente en la leishmaniosis en la linfadenomegalia localizada
0 generalizada, que se caracteriza por el aumento del tamafio de los ganglios
linfaticos, llegando a afectar al 90% de los animales (Slappendel, 1988; Koutinas et al.,
2001), especialmente en los ganglios preescapulares y popliteos. En nuestro estudio
el 90,5% de los perros mostraron inflamacién de los ganglios, siendo generalizada en
el 57% de los casos.

La esplenomegalia fue poco frecuente en nuestro estudio, lo que concuerda con otros
autores que indican que para detectarla es necesario hacer diagnéstico por imagen
(Koutinas et al., 1999, Koutinas et al., 2001).

Al contrario que en otros estudios, en los que aparecen porcentajes del 13-25%
(Koutinas et al., 2001, Cortadellas, 2003), en nuestro caso no encontramos ningln
animal con epistaxis.

En cuanto a otros sintomas como alteraciones digestivas (que pueden producir
procesos diarreicos mas o menos graves) o poliuria y/o polidipsia no se observaron en
los perros del estudio, aunque suelen ser frecuentes en la leishmaniosis (Bourdoiseau,

1993).
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Serologia antes del tratamiento

En la leishmaniosis los animales enfermos presentan altos niveles de inmuglobulinas
especificas frente al parasito y por tanto tienen un alto valor diagnostico (Ferrer et al.,
1995). Sin embargo, la interpretacion de los resultados serolégicos es complicada y un
titulo de anticuerpos positivo sin sintomatologia, se considera insuficiente para
considerar a un animal enfermo (Slappendel et al., 1998).

Hay que recordar que en los perros susceptibles, el nimero de linfocitos B en sangre
periférica varia enormemente, pudiendo aparecer en baja proporcién debido
posiblemente a la migracién de estas células hacia piel y otros 6rganos. La activaciéon
de células B va a generar la sobreproduccion de inmunoglobulinas (Cardoso et al.,
2007), sin embargo, estos anticuerpos no tienen un caracter protector para el
hospedador, ya que aunque favorecen la fagocitosis no actlian en la destruccion de los
amastigotes (Brandonisio et al., 1996).

En este sentido, parece que los perros con una sintomatologia mas marcada
presentan un titulo mas elevado que los asintomaticos (Abranches et al., 1991), por lo
que diversos autores correlacionan los niveles de anticuerpos con la susceptibilidad a
la enfermedad (Slappendel & Ferrer, 1998). Aunque otros autores no logran establecer
dicha correspondencia entre titulos elevados y sintomatologia (Vercammen et al.,
2002).

En nuestro estudio, no encontramos correlacion entre los animales que presentaban
los titulos méas elevados y los que presentaban una mayor puntuacion en la valoraciéon
clinica. Asi, los perros 018 y 019, con con titulos de 1/1600, apenas presentaban
sintomas, mientras que otros con los mismos titulos, como 003 6 004, tenian las
puntuaciones mas elevadas. Las lesiones cutaneas estaban presentes en todos los
animales, excepto en uno, independientemente del titulo de anticuerpos. Sin embargo,
lo que permitia definir mas claramente el status del animal era el proteinograma y los

niveles de creatinina, que aparecian alterados en todos los animales incluidos en el
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estudio. Salvo tres animales, el resto presentaban hiperproteinemia causada por una
hipergammaglobulinemia, que aparecia alterada en todos los animales. El cociente
A/G (albumina/globulinas) estaba por debajo del rango de normalidad en todos los
animales, como consecuencia del incremento de las proteinas totales por la mayor
produccién de anticuerpos. Este fenédmeno es un signo tipico en la leishmaniosis y nos
permiti6 confirmar que todos los animales estaban en una fase cronica de la

enfermedad (Koutinas et al., 1999; Solano-Gallego et al., 2011).

La inmunofluorescencia indirecta (IFl) se considera como la técnica de referencia
debido a su alta sensibilidad y especificidad (Alvar et al., 2004; Moreira et al., 2005;
Maia & Campino, 2008). La mayoria de los laboratorios, en nuestro ambito geografico,
consideran el punto de corte del IF, titulos iguales o superiores a 1/80 6 1/100 (Martin-
Sanchez et al., 1994). En nuestro caso consideramos como positivos titulos iguales o
superiores a 1/100.

En los animales estudiados pudimos observar una amplia variedad de titulos. En el
grupo 1, un 41.66% de los animales tenian un titulo de 1/400, un 25%, 1/800, otro
25%, 1/1600 y un 8.33% tenian 1/3200. En el grupo 2, los animales tenian titulos de
un 28.57% de 1/200, un 28.57%, 1/800 y un 42.85%, 1/1600. Siguiendo la Guia
LeishVet (Solano-Gallego et al., 2011) que tiene en cuenta los sintomas, los titulos de
anticuerpos y los resultados de los andlisis de laboratorio (Tabla 11), la mayoria de los
animales estaban en el estadio Il, salvo cuatro, de los cuales dos estan en estadio |,

uno en estadio Il y otro en el IV.



Discusion

Valoracion de la evolucion clinica tras el tratamiento.

La mayoria de los estudios de eficacia frente a Leishmania en perros se han basado
en el uso de los antimoniales en monoterapia o en combinacion con alopurinol, con
anfotericina convencional (Fungizona) o mas recientemente con miltefosina (Solano-
Gallego et al., 2008). Sin embargo, ninguno de estos tratamientos permite una cura
parasitolégica, ya que los parasitos pueden permanecer en los 0ganos
hematopoyéticos y reactivarse posteriormente, independientemente de que se haya
producido una buena respuesta inicial al tratamiento (Martinez et al., 2011; Moreira et
al., 2007; Hernandez et al., 2015). Ademas, en zonas endémicas es muy frecuente la
re-infeccion (Moreno & Alvar, 2002; Kuhls et al., 2008; Mir0 et al., 2008).

Por otro lado, la comparacién entre estudios resulta bastante complicada ya que cada
autor utiliza posologias diferentes y distintos métodos diagndsticos para evaluar los
resultados. Ademas, hay que tener en cuenta que la respuesta al tratamiento puede
verse influenciada por la respuesta individual del paciente, la virulencia de la cepa o la
presencia de enfermedades concomitantes.

En los Ultimos afios, se ha adoptado como criterio para la determinacion de la eficacia
clinica de un tratamiento, hacer una valoracion objetiva y fiable de los animales
enfermos mediante una puntuacion clinica (Mir0 et al., 2009; Manna et al., 2015;
Hernandez et al., 2015). En nuestro estudio este sistema fue especialmente util, dada
la limitaciéon que suponia no poder obtener muestras de médula, bazo o ganglio para

determinar la carga parasitaria.

En la mayoria de los trabajos de eficacia terapéutica se consigue una mejoria de la
sintomatologia clinica e incluso una remision de los sintomas (Vercammen & De
DeKen, 1996; Riera et al., 1999; Pasa et al., 2005, Mateo et al., 2009).

En nuestro estudio hubo una remisién parcial de los sintomas, de forma que teniendo
en cuenta el “score” clinico total, hubo una reduccion del 38,3% en el grupo 1 que

habia recibido la dosis de 4 mg, y de 37,9 % en la dosis de 5 mg. Otros estudios
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obtienen valores mas altos de remision de los sintomas, asi fue del 85,4% empleando
glucantime (Slappendel & Teske, 1997) y del 70,4% (Mateo et al., 2009).

Esta menor remisiéon de los sintomas puede deberse a que los animales incluidos en el
estudio estaban en una situacibn muy avanzada de la enfermedad, ademas la
comparacion se realizé a los 90 dias post-tratamiento, mientras que en otros trabajos
el seguimiento se realizé durante un periodo més largo de tiempo.

En nuestro estudio el 100% de los animales recuperé el apetito. Un 85% presentaron
un estado general normal. Solo un 9,5% de los animales sigui6 presentando
adenopatia generalizada. En cuanto a las lesiones cutdneas también mejoraron de
forma significativa, reduciéndose las alopecias un 100% en algunos animales, las
formas queratoseborreicas se redujeron un 60%, las formas ulcerativas, se redujeron
un 90,5% y las nodulares un 50%. Tan solo en el perro 005 hubo un incremento del
“score” al final del tratamiento en relacién al valor inicial.

Aplicando el test estadistico sobre el “score” total no se encontraron diferencias
significativas antes y después del tratamiento, ni con la dosis de 4 ni con la de 5 mg.
Sin embargo, tal y como se recogen en las fichas resumen, el estado general de los

animales mejor6 considerablemente.

Serologia después del tratamiento

En la practica veterinaria se utiliza la seroconversion de la titulacion de los niveles de
anticuerpos con posterioridad al tratamiento como indicio de la eficacia del tratamiento
(Poli et al., 1997), (Miré & Molina, 2006). Diversos autores han indicado una reducciéon
de los titulos acompafiada de remision de los sintomas tras el tratamiento (Poli et al.,
1997; Riera et al., 1999). Sin embargo, otros autores indican que el titulo de
anticuerpos se mantiene elevado durante un tiempo bastante prolongado tras el
tratamiento aunque se haya producido la remisién de los sintomas (Ferrer et al., 1995;

Pasa et al., 2005).
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Por otro lado, el uso de la serologia para valorar la eficacia terapéutica en la
leishmaniosis canina es controvertido. Diversos autores consideran que la respuesta
inmune humoral no esta implicada en el control de la enfermedad y por tanto el nivel
de inmunoglobulinas no tendria valor pronéstico (Ferrer et al., 1995; Rougier et al.,
2012), sin embargo otros indican que el nivel de anticuerpos deberia emplearse
siempre en el seguimiento del tratamiento (Martinez et al., 2011; Mir0 et al., 2011).

Por otro lado, numerosos autores correlacionan una reduccion progresiva de los titulos
de anticuerpos con una buena respuesta clinica al tratamiento (Valladares et al., 1998;
Riera et al., 1999; Torres et al., 2011). En nuestro estudio se produjo una reduccioén de
los titulos de anticuerpos en todos los animales menos en tres (animales 003, 009 y
011), en los que se mantuvo el titulo original y uno en el que aumento (005). El animal
003 presentaba al inicio del estudio no solo un titulo muy elevado, sino que la
puntuacioén clinica era también muy alta. Los animales 009 y 011 tenian puntuaciones
y titulos medios. Los animales 003 y 005 presentaron un incremento de la puntuacion
clinica al final del experimento (en 003 tras disminuir a mitad del experimento,
volvieron a aumentar a dia 90), aunque en 003 se mantuvieron los titulos de
anticuerpos en 005 aumentaron. Por tanto parece que si existe una relacion entre la
evolucion clinica y la evolucion de los titulos de anticuerpos.

En un estudio en Beagles a los que se les infectd6 de forma experimental con una
elevada cantidad de promastigotes y se les administré anfotericina poliagregada i.v. en
la fase cronica de la enfermedad, encontraron que los titulos disminuian al inicio del
tratamiento, sin que se modificara la puntuacion clinica. Si embargo, encontraron que
el Unico animal que redujo el titulo de anticuerpos de 1/3200 hasta 1/100 era el que
tenia una carga parasitaria muy baja al final del experimento (Hernandez et al.,

2015D).
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Cuando comparamos las dos dosis ensayadas en nuestro estudio, vemos que se
produjo una reduccién de los titulos de anticuerpos, si bien, solo fue estadisticamente

significativa en el caso de la dosis de 5 mg.

En el caso del western-blot, los resultados fueron méas similares a los obtenidos por
otros autores, cuando empleamos el antigeno de la cepa BCN83 (Fernandez-Pérez et
al., 1999), observando diferencias antes y después del tratamiento en las proteinas de
bajo peso molecular. No encontramos claras evidencias en cuanto a posibles
diferencias entre los subtipos de inmunoglobulinas al contrario que otros autores (Nieto
et al., 1999), posiblemente debido a que el estudio finalizé a 90 dias postratamiento y
la modificacion del tipo de respuesta posiblemente requiera de mas tiempo de
seguimiento.

Diversos estudios han tratado de correlacionar no solo los titulos de anticuerpos, sino
la posible asociacién de los isotipos de IgG con la susceptibilidad/ resistencia en la
leishmaniosis canina. Sin embargo, no se ha podido establecer una clara relacién, al
contrario de lo que ocurre en el modelo murino donde la resistencia se asocia a las
IgG2a con el desarrollo de una respuesta Thl y la susceptibilidad a las IgG1 con una
respuesta de tipo Th2 (Saridomichelakis, 2009).

Rodriguez-Cortés et al., (2010), consideran que los niveles de IgG2 tienen un mayor
valor diagnéstico que el IFI o la gPCR especialmente en el seguimiento de los
tratamientos.

Si bien, en nuestro estudio no se realizé una determinacion cuantitativa de las 1gG2, si
se observé una disminucion de la intensidad del reconocimiento de las bandas para
esta inmunoglobulina.

Aungue la mayor parte de los estudios que utilizan el western-blot para el analisis de la
respuesta inmune en la leishmaniosis canina utilizan como antigenos, el extracto bruto

de promastigotes, no existe un criterio en cuanto a la cepa de Leishmania a partir de la
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gue se prepara (Saridomichelakis, 2009). En nuestro estudio se emplearon los
antigenos preparados a partir de dos cepas que habian presentado diferente
comportamiento en cuanto a su virulencia en un modelo de leishmaniosis visceral en
hamster, BCN83 y BCN150 (cepa mas virulenta). Entre los dos tipos de antigenos
empleados el que parecia ser mas homogéneo en cuanto al reconocimiento antigénico

entre los diferentes animales fue BCN150.

Eficacia y efectos adversos de la formulacion de anfotericina b
poliagregada

La mayoria de los tratamientos aplicados emplean pautas posologicas muy
prolongadas, de alrededor 2 meses, con el fin de reducir la toxicidad de los farmacos
(Solano-Gallego et al., 2008). En la tabla 20 se resumen los tratamientos mas
frecuentes con el tipo de toxicidad que producen, asi como la duracion de los
tratamientos mas habituales. En muchas ocasiones la administracién del farmaco debe
realizarse cada 12 h o una vez al dia, lo que resulta “engorroso” para el dueno del
animal, y supone en muchas ocasiones que se abandone el tratamiento antes de

completarlo, lo que puede facilitar la aparicién de resistencias.

Tabla 20. Tratamientos farmacoldgicos en la LCan y efectos adversos mas frecuentes
(Reguera et al., 2016)

) Efectos
Tratamiento , . . ., .
L . Via y dosis Frecuencia Duracion adversos Referencia
farmacolégico
frecuentes
Antlmonla.to de 109 me/kg 8-24 h 3-4 sem Nefrotoxicidad | Berman, 1988
meglumina iv, sc
Estlbog'lu‘co- 50 mg/kg iv, 24 h 3-4 sem Nefrotoxicidad Balafia-Fauce
nato sédico sc etal., 1998
Mateo et al.,
. . Desordenes 2009;
Miltefosina 2 mg/kg po 24 h 4 sem e Andrade
etal, 2011
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Anfotericina B . Dos veces/ .. Oliva etal.,,
deoxicolato 0,5 mg/kg iv semana 8 sem Nefrotoxicidad 1995
An::??:::it:ade 102;”% ke 24 h 2 meses- | Nefrotoxicidad Koutinas
. . ; 1 afio + Urolitiasis etal., 2001
+alopurinol mg/kg po
2 .
Miltefosina+ 1m0gn/1kg/li>o, 24 h 1 mes- Desordenes Miré et al.,
alopurinol pf & 1 afio digestivos 2009
Saridomiche-
Alopurinol 20 mg/kg 24 h T?/?;ala Urolitiasis lakis et al.
> 2005
.. 15to0 20 .. Poliet al.,
Paromomicina me/kg im 24 h 3sem Nefrotoxicidad 1994
Desordenes ,
Domperidona US 24 h 4 sem digestivos+ SELELS AL
po 2014
galactogogo

El tratamiento clasico en la leishmaniosis se ha realizado con los derivados
antimoniales. Estos presentan un modelo farmacocinético de tipo tricompartimental.
Tienen una répida absorcion desde el punto de la inoculacion, con una semivida de 2
horas, y posterior aclaramiento urinario. El efecto de los antimoniales depende de la
concentracién alcanzada en bazo, higado y médula ésea, por lo que es necesario una
elevada biodisponibilidad y volumen de distribucion, y para mantener una
concentracion terapéutica efectiva es necesaria una administracion repetida, una vez
al dia durante al menos 30 dias (Valladares et al., 1998). Por otro lado, existe
disparidad de resultados en cuanto a los efectos adversos y la aparicién de recividas
(Valladares et al., 1998; Noli & Auxilia, 2005; Manna et al., 2015).

En los dltimos afos, en los paises de la Cuenca Mediterranea, los antimoniales se han
sustituido por la miltefosina. En su farmacocinética, tras su administracion por via oral,
presenta una lenta absorcién y una elevada biodisponibilidad (94%), su semivida es de
159 h y se acumula en rifidn, mucosa intestinal, higado y bazo (Sindermann & Engel,
2006). No presenta nefrotoxicidad, pero si son frecuentes las manifestaciones
intestinales (Mateo et al., 2009).

En el caso del alopurinol se han descrito nauseas, vomitos, diarreas, elevacion de las

enzimas hepaticas y de la fosfatasa alcalina (Motriz et al., 1998).



Discusion

La anfotericina en forma de deoxicolato se ha usado de forma muy limitada en la
practica clinica veterinaria, por su nefrotoxidad y por su dificil administracion (Reguera
et al., 2016).

Esta descrito que la anfotericina B elimina el parasito (Miré et al., 2005), mientras que
los antimoniales consiguen la remision clinica pero no la cura parasitologica, con lo
cual es frecuente la aparicion de recidivas (Ikeda-Garcia et al., 2007), sin embargo, la
OMS ha instado a reducir el uso de la anfotericina B en el ambito veterinario en las
zonas endémicas de leishmaniosis por su toxicidad y para evitar la aparicion de
resistencias que puedan afectar al tratamiento de la leishmaniosis en humanos,
aunqgue si seria recomendable su uso en zonas no endémicas con casos esporadicos
de LCan (Best et al., 2014). A pesar de esto, no se han descrito hasta el momento
resistencias a la anfotericina y dificilmente van a aparecer dado su mecanismo de
accion.

En nuestro estudio se pretendia evaluar la eficacia y la tolerabilidad de un farmaco de
liberacion sostenida, lo que implicaria reducir el nimero de dosis a administrar. En el
apartado de farmacocinética habiamos comprobado que la formulacién de anfotericina
como poliagregado libre presentaba ventajas sobre la microencapsulada, no solo
desde el punto de vista tecnoldgico, sino que ademas era mejor tolerada, incluso en
animales enfermos y ademas no producia sensibilizacién alérgica.

En el estudio de Hernandez et al., (2015b) en el que empleaban un modelo de
leishmaniosis canina experimental para la valoracion de la eficacia del tratamiento con
anfotericina B poloagregada a una dosis de 5 mg/kg de peso, observaron durante la
administracién del tratamiento hipotension, diarrea, dolor abdominal, perdida de apetito
y de peso, fiebre y astenia. En nuestro estudio solo uno de los animales mostré
alteraciones de caracter digestivo tras el tratamiento. A diferencia del estudio de
Hernandez et al., (2015b) no utilizamos sedantes 0 anestésicos ya que parecian

interferir en la farmacocinética de la anfotericina, tal como se indicé en el capitulo |.
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Ademas, en nuestro estudio conseguimos mejoria de los sintomas clinicos y reduccion
de los titulos de anticuerpos de la mayoria de los animales tratados.
Por tanto la formulacién de anfotericina B poliagregada se puede considerar inocua si

se utiliza en una pauta de tratamiento adecuada. Es decir, ha demostrado tener un

buen indice terapéutico.
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1. Con la formulacion poliagregada, aunque las concentraciones plasmaticas
no son tan elevadas como las obtenidas en el AmBisome®, se consigue un
balance beneficio/riesgo favorable, ya que permite administrar dosis de
hasta 10 mg/kg sin que se observen efectos adversos agudos en los
Beagles y ademas se mantienen en el organismo concentraciones eficaces
durante periodos de hasta 15 dias lo que facilita mantener un régimen de
administracion mas cémodo y no es necesaria una administracion diaria de
dosis bajas como en el caso de la Fungizona®, que por otro lado es mucho

mas nefrotoxica.

2. Respecto a la formulacién poliagregada encapsulada en microsferas de
albumina, aunque parece que permite vectorizar mejor la anfotericina B ya
gue tiene menor riesgo de interacciones con aquellos farmacos que
también se wunen a proteinas plasmaticas; muestra un balance
beneficio/riesgo menor que la formulacién poliagregada, ya que puede
aparecer un fenébmeno de sensibilizacion alérgica a la albumina humana.
Por ello se deberia intentar preparar las microsferas utilizando albamina de

perro para disminuir asi el riesgo de posibles reacciones anafilacticas.

3. Con la administracién de tres dosis de 5 mg/kg cada quince dias de
anfotericina B poliagregada se mantienen concentraciones eficaces en el
organismo siendo ésta la pauta elegida para comenzar los estudios de
eficacia en perros naturalmente infectados. A modo de comparacion se
prob6é, ademas, una dosis de 4 mg/kg, con el mismo intervalo de

administracion.
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4. Ambas dosis (4 y 5 mg/Kg en pauta triple) consiguen la reduccion del 38 y
39% de los sintomas, respectivamente, siendo las lesiones cutaneas las
que mejoraron en mayor grado. Sin embagro, no se encuentran diferencias
significativas en la remision de los sintomas antes y después del
tratamiento en ninguno de los dos regimenes, porbablemente debido al

estadio tan avanzado de la enfermedad de los animales a tratar.

5. La seroconversion de la titulacion de los niveles de anticuerpos con
posterioridad al tratamiento fue estadisticamente significativa con la dosis

de 5 mg/kg a los 90 dias, siendo indicativo de eficacia terapéutica.

6. La nueva formulacion de anfotericina B poliagregada permite la
administracién de dosis elevadas de este compuesto sin que aparezca
toxicidad, siempre y cuando las dosis se administren de forma espaciada.
Es por tanto, una formulacién sencilla de preparar, coste-efectiva,
facilmente escalable a la hora de llevar a cabo su produccion industrial y

por lo tanto de aplicacién en el ambito veterinario.
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