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RESUMEN

La Leishmaniasis es una enfermedad zoonética causada por protozoarios de
distintas especies del género Leishmania, siendo endémica en muchas regiones
tropicales y subtropicales del nuevo y viejo mundo. En Latinoamérica presenta una
alta incidencia, con excepcion de Chile y Uruguay. Es causada en el viejo mundo por
L. infantum y en el nuevo mundo por L. chagasi, es principaimente importante en
perros, el cual es considerado el principal reservorio de este parésito. La forma mas
importante de transmisién es dada por un mosquito vector del género Phlebotomus
en Europa y Lutzomyia en las Américas, en los cuales el agente se encuentra en la
forma de promastigote, el cual es transmitido por intermedio de su picadura a un
huésped vertebrado, en el cual se transforma a la forma amastigote. No podemos
olvidar otras formas de transmisién como es la vertical y venérea. Si bien en
personas la Leishmaniasis se presenta en las formas cutdnea, mucocutanea y
visceral, por lo general los caninos presentan afeccidn conjunta visceral y cutanea.
Hasta la fecha existia un solo reporte post-mortem de dicha enfermedad en nuestro
pais. En esta tesis se describi6 el caso clinico de un canino proveniente de
Paraguay, el cual mostré las dificultades diagnésticas de dicha enfermedad en
nuestro pais. Posteriormente se instauré un tratamiento con Allopurinol por 45 dias,
realizandose un seguimiento de la evolucién clinica del paciente, combinandose
posteriormente con Antimoniato de Meglumina, falleciendo el paciente 7 dias
después del comienzo de su aplicacion. Hoy en dia existe en nuestro pais el riesgo
potencial de transmisién de la Leishmaniasis, por constatarse la presencia del vector
(Lutzomyia longipalpis) en los departamentos de Salto y Artigas, los cuales se
encuentran proximos a zonas endémicas, como son el norte Argentino y sur de
Brasil. Lo antes mencionado, en conjunto con el movimiento de personas y perros a
lo largo de la frontera, y la ausencia de legislacién que controle el estado sanitario al
ingreso de animales provenientes de dichas regiones, hacen a nuestro pais muy
vulnerable para el ingreso de esta zoonosis.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a zoonotic disease caused by several species of a protozoan
belonging to the genus Leishmania. It is endemic in several tropical and subtropical
regions from both the Old and New Worlds. It has a high incidence in Latin America,
with the exception of Chile and Uruguay. In the Old World it is caused by L. infantum
and in the New World by L. chagasi. It is an important disease in dogs, which are
considered the main reservoir of this parasite. The most important form of
transmission is by vector mosquitoes from the genus Phlebotomus in Europe and the
genus Lutzomyia in the Americas, in which the agent is in the promastigote stage.
This promastigote is transmitted to a vertebrate host by the bite of an infected
mosquito, and once in the vertebrate host it is transformed into the amastigote stage.
We cannot forget other forms of transmission such as vertical and venereal routes.
While in humans Leishmaniasis occurs in cutaneous, mucocutaneous and visceral
forms, in dogs the infection usually involves both cutaneous and visceral forms
simultaneously. Until now there was only one post-mortem report of the disease in
our country. This thesis describes a clinical case of Leishmaniasis in a dog coming
from Paraguay, and shows the difficulties in making a diagnosis of this disease in our
country. The animal was treated with Alloprurinol for 45 days, with regular clinical
evaluations, and later Antimonial Meglumine was added to the initial treatment. The
patient dying 7 days later. Nowadays there is a potential risk for the transmission of
Leishmaniasis in our country as the vector (Lutzomyia longipalpis) was found in the
provinces of Salto and Artigas, both of which are in close proximity to endemic areas
found in the north of Argentina and the south of Brasil. Together with the movement
of people and dogs across the national border, and the lack of legislation for the
control of the sanitary status of animals entering the country from this areas make
our country very vulnerable to the entry of this zoonosis.
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1. INTRODUCCION

La Leishmaniasis se encuentra en 88 paises, donde mas de 350 millones de
personas estan en riesgo y se estima que hay 2 millones de nuevos casos por afio
en todo el mundo, 0.5 millones con Leishmaniasis visceral y 1.5 millones por
Leishmaniasis cutanea (Desjeux, 2004).

Ella afecta a personas de bajo nivel socioecondmico, con mayor incidencia en
paises con miseria y pobreza, donde sus habitantes tienen altos indice de
desnutricién y dificultad en acceder a los centros de salud (WHO).

Es una entidad generada por un protozoario del genero Leishmania, siendo en
algunos continentes una enfermedad zoonédtica (transmisién de un animal al
hombre) y en otros antroponéticas (de una persona a otra), pero en ambos casos su
vector es un mosquito del género Phlebotomo o Lutzomyia (Green, 2008).

Es endémica en muchas ciudades de América Latina, presentandose en el hombre
en la forma cutanea, muco-cutanea y visceral. Cada una de ellas provocada por
diferentes especies del parasito, al igual que sus vectores y reservorios (Green,
2008).

La forma cutanea, donde el agente etiolégico de mayor incidencia es la Leishmania
braziliensis entre otras, se distribuye en todos los paises de Latinoamérica, con
excepcion de Chile y Uruguay (WHO). En el hombre y perro el agente vector,
Lutzomyia whitmani o neivai, causa lesiones en el lugar de inoculacién y tienen de
reservorio a los animales salvajes (roedores y marsupiales).

El perro es el reservorio de mayor importancia en la Leishmaniasis visceral, la cual
tiene mayor implicancia en el hombre por existir una estrecha relacién con este
altimo, y por ser una enfermedad de contagio a nivel urbano. El agente infectante es
la Leishmania chagasi en América del Sur y Central, o infantum en Europa, siendo la
Lutzomyia Longipalpis el vector en las Américas (Solano-Gallego et al., 2009).
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

Se habla de Leishmaniasis visceral en el hombre, por tener una presentacion de
caracteristicas sistémicas, la cual en los nifios se presenta de manera subita con
vémitos, diarrea, fiebre y tos. En los adultos, se presenta con fiebre que dura de 2
semanas a 2 meses acompaiiada de sintomas inespecificos como fatiga, debilidad y
pérdida de apetito.

Esta enfermedad originalmente detectada en los nifios, de ahi el nombre de
infantum, se produce en muy pocos casos el contagio en humanos, y estas son
fundamentalmente en personas con su sistema inmunitario deprimido (enfermos de
SIDA, leucemia, etc.). En un individuo no inmunosuprimido, el sistema inmune es
capaz de desarrollar una defensa muy activa frente al agente, provocando su
inhibicién o atenuacién.

Como ya fue mencionado el reservorio de mayor importancia es el perro, en el cual
la enfermedad debe denominarse Leishmaniosis, por presentar signologia cutaneas
y sistémica. Es por este motivo que no debe recibir la misma denominacién de
Leishmaniasis visceral, a pesar de ser el mismo agente causal.

La interaccién agente-vector-reservorio es absolutamente determinante para el
desencadenamiento de la enfermedad, su transmisién y su mantenimiento como tal
en el medio ambiente. Por ello, algunos autores prefieren hablar de “complejo
etiolégico”, entendiendo por tal, cada uno de esos elementos con sus
interrelaciones.

Etiologia
Agente

Taxonomia de Leishmania

La Leishmania, descrita en 1903 por Leishman y Donovan en la India y
simultaneamente por Wright, es un protozoo perteneciente al reino Protista, subreino
Protozoa, phylum Sarcomastigophora, subphylum  Mastigophora, clase
Zoomastigophora, orden Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género
Leishmania (Green, 2008).

El género Leishmania se divide en los subgéneros Leishmania y Viannia seguin las
diferencias de su desarrollo en los mosquitos. Se detectaron alrededor de 30
especies diferentes del organismo en varias regiones del mundo. Dentro de este
grupo, 20 son responsables de un amplio espectro de enfermedades clinicas en el
ser humano (Figura 1) (Green, 2008).

12
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Figura 1. Taxonomia de Leishmania.
Fuente: modificado de Salomén, 2012.

Identificacién y clasificacién

No existen criterios morfolégicos que permitan distinguir a las diferentes especies de
Leishmania, ni a la observacibn microscopica convencional de los tejidos
parasitados o de los cultivos, ni mediante el estudio de microscopia electrénica.

Por ello, se han propuesto multiples criterios de identificacién, unos extrinsecos,
como la clinica, distribucién geografica y comportamiento en vectores 0 animales de
laboratorio, y otros intrinsecos que analizan el fenotipo o el genoma del parasito.

Como criterios intrinsecos, se incluyen las dos técnicas bioquimicas de
caracterizacion fenotipica mas utilizadas: la caracterizacién de isoenzimas y los
anticuerpos monoclonales.

La caracterizacién de isoenzimas se realiza mediante el estudio de la movilidad
electroforética de dichas enzimas en cultivos de promastigotes de diferentes estirpes
de Leishmania. Ello permite la caracterizacion de las mismas, segun sus perfiles
enzimaticos, en grupos taxonémicos electroforéticamente homogéneos llamados
zimodemos. Es la técnica de referencia en la actualidad para la identificaciéon de
Leishmanias a niveles especificos e intraespecificos (Gardener et al., 1974; Godfrey
et al., 1979).

El uso de anticuerpos monoclonales contra antigenos especificos de género o de
especie de Leishmania, permite identificar amastigotes en frotis y biopsias, o
promastigotes en cultivos (McMahon Pratt et al., 1981 y 1986).

El uso actual de técnicas moleculares, particularmente la secuenciacién genémica
de Leishmania, permitirda completar y precisar las clasificaciones actualmente
vigentes.
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El desarrollo de la biologia molecular, ha permitido la puesta en marcha de
numerosas técnicas de identificacién molecular, que permiten la identificacion del
genoma, de mayor sensibilidad y especificidad que las técnicas extrinsecas. Con
este propésito se utiliza el aislamiento de fragmentos especificos de ADN mediante
enzimas de restriccion (RFLP), hibridacién con sondas del ADN genémico y el ADNk
del cinetoplasto y la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) con sus variantes
RAPD (random amplified polimorphic DNA) y PCR-RFLP, que permite la
identificacion y diferenciaciéon de estirpes genéticamente préximas (Dedet et al.,
1999; Marfurt et al., 2003).

Asi mismo, el vicerotropismo y dermotropismo siguen teniendo vigencia como
criterios extrinsecos.

Algunas especies causan mas de una forma de enfermedad. De todas ellas, la L.
donovani (L. archibaldi en el este de Africa) y L. infantum (L. chagasi en el Nuevo
Mundo), tienen un tropismo preferentemente visceral y el resto cutaneo o
mucocutaneo. No obstante, algunas de estas especies viscerotropicas pueden dar
lugar a afectacion exclusivamente cutanea (Green, 2008).

Podemos decir que la L. chagasi, agente de Leishmaniasis visceral en Sudameérica,
es sinénimo de L. infantum en Europa sobre la base de distintos analisis genéticos
(Solano-Gallego et al., 2009). La baja variabilidad genética de L. chagasi resulta
consistente con una importacién hacia el nuevo mundo y se cree que fue introducida
por perros infectados provenientes de Europa (Green, 2008).

Caracteristicas morfolégicas del Protozoario

Las Leishmanias son parasitos digénicos, que se presentan bajo una forma
intracelular, amastigote, que se encuentra dentro del mamifero huésped y una forma
flagelada, promastigote, en el interior del vector.

Morfologia del amastigote

Los amastigotes son redondeados u ovalados con 2 a6 ym de largoy 1.5 a 2 ym de
ancho, en los que se identifican un nacleo, un cinetoplasto puntiforme y un flagelo
interno (ver anexo foto 1), éste Ultimo sélo visible al microscopio electrénico (M.E.).
La tincidn con las coloraciones Wright o Giemsa revela un citoplasma azul claro,
mientras que el nicleo y cinetoplasto se tifien de parpura (Chang 1956; Gonzélez
Gonzalez et al., 1976; Green, 2008).

Morfologia del promastigote

Los promastigotes son alargados, de alrededor de 20 um por 2-3 ym, con un nucleo
central y un flagelo externo anterior, recubierto por una membrana plasmatica y de
longitud similar al cuerpo del parasito. Presenta un cinetoplasto, ubicado en el
extremo anterior, en la proximidad del origen del flagelo (Chang 1956; Gonzalez
Gonzélez et al., 1976; Dedet et al., 1999) (ver anexo foto 2).

Desde el punto de vista de su biologia molecular y genética, debe sefialarse que las
Leishmanias tienen dos genomas, nuclear y cinetoplastico, este Gltimo equivalente al
genoma mitocondrial de los mamiferos.
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Vector
Taxonomia del vector

Los vectores de las Leishmaniasis son mosquitos del orden Dipterae, suborden
Nematocera, familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae y géneros Phlebotomus
(12 subgéneros) en el Viejo Mundo y Lutzomyia (25 subgéneros) en el Nuevo Mundo
(Gil Collado et al., 1989).

Los dipteros son un orden de insectos nedpteros caracterizados por sus alas
posteriores que se han reducido a halterios, es decir que sblo poseen dos alas
membranosas. Siendo los nedpteros una agrupacién taxonémica que incluye a casi
todos los insectos alados, aquellos que pueden abatir sus alas sobre el abdomen, en
contraste con los pertenecientes al grupo palaebptera, cuyas alas permanecen
desplegadas cuando el insecto esta en reposo (Soulsby, 1992).

Nematéceros es un suborden de dipteros que se caracteriza por presentar largas
antenas filiformes, multisegmentadas. En este grupo se incluye la mayoria de los
dipteros conocidos como mosquitos (Soulsby, 1992).

El flebétomo es el dnico artrépodo que se adapta a la transmisién biologica de la
Leishmania (Solano-Gallego et al., 2009).

La hembra del genero Phlebotomus (viejo mundo) y Lutzomyia (nuevo mundo) es el
principal vector de la Leishmaniasis (Solano-Gallego et al., 2009).

Existen muchas especies de Lutzomyia, pero s6lo algunas de ellas actdan como
vectores de la enfermedad, se detectaron unas 70 especies en diferentes regiones
geograficas y nichos ecolégicos capaces de transmitir la Leishmania. Algunas de
estas se han adaptado a una especie de flebdtomo, mientras que otros vectores
pueden transmitir varias Leishmanias (Gil Collado et al., 1989; Green, 2008; Solano-
Gallego et al., 2009).

La posibilidad de actuar como vector que puedan tener las distintas Lutzomyias
parece estar relacionada con la capacidad de los promastigotes para unirse a los
receptores de las células intestinales. Cuando no logran esta unién, los parasitos
que en un principio se replicaron en el lumen del intestino son excretados en las
heces de los mosquitos, y se presume que no alcanzan la masa critica necesaria
para infectar un huésped durante una segunda ingesta de sangre (Green, 2008).

Morfologia del vector

Los flebétomos son insectos pequeiios con una longitud corporal que rara vez
excede los 3 mm (mas pequeiios que los Culex que pueden medir de 4-10 mm), de
color variable, blanquecinos a casi negros, tres pares de patas muy largas, cuerpo y
alas pilosos, éstas insertadas en el térax, junto con los balancines o halterios.
Cuando se posan, las alas ovaladas quedan en una posicién de V sobre el cuerpo,
de modo que parecen minusculas polillas. La cabeza tiene dos ojos compuestos
probéscide transformada en aparato picador-chupador (Soulsby, 1992; Gapli®
Almagro, 2004) (Ver anexo foto 3).
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Un dato importante de su anatomia, como la de otros insectos hematéfagos, es la
existencia de dos glandulas salivares saculares, localizadas en el térax, que vierten
Su secrecion a través de conductos salivares que forman un canal a lo largo de la
hipofaringe. En el momento de la picadura, los parasitos son inyectados en la dermis
del huésped junto con la saliva del mosquito, lo cual tiene una gran trascendencia en
la facilitacién de la infeccién (Garcia Almagro, 2004).

Ecologia del vector ;

El mosquito se distribuye preferentemente en las zonas tropicales y subtropicales,
encontrandose desde el Suroeste de Canadéa hasta el norte de Uruguay (Salomén et
al., 2011). En cuanto a la altura, su distribucion va desde el nivel del mar hasta 3.300
m sobre el nivel del mismo (Lane et al., 1993; Killick-Kendrick et al., 1999).

Su rango de actividad es entre 15 a 28°C de temperatura ambiental, asociado a alto
grado de humedad y ausencia de viento o lluvia. Por ello en algunos paises de
América Latina, presentan actividad durante todo el afio, mientras que en otros su
actividad se extiende desde primavera hasta el otoiio (Solano-Gallego et al., 2009).

Los mosquitos adultos tienen actividad picadora crepuscular y nocturna (a diferencia
del Aedes Aegypti, de actividad diurna), y, aparentemente, no se desplazan lejos de
su entorno habitual. No viajan largas distancias y rara vez se dispersan a mas de 2.5
km de su lugar de concepcion. El vuelo es corto y silencioso, sélo unas pocas
centenas de metros y su maxima velocidad alcanzaria al parecer no mas de 1m/seg,
como lo haria un volador saltante (Killick-Kendrick et al., 1986; Solano-Gallego et al.,
2009).

Habitan en las zonas peridomiciliaria, aunque pueden adaptarse a ambientes
modificados, incluyendo el interior de las casas. Durante las horas de inactividad se
refugian en casas, bodegas, establos, huecos de las paredes, basureros,
madrigueras de sus reservorios y vegetacion (Killick-Kendrick et al., 1986; Soulsby,
1992; Solano-Gallego et al., 2009).

La mayor parte de los flebétomos entran a las casas por la noche por su
fototropismo positivo, por 1o que penetran en las viviendas iluminadas y actian
endofagicamente. Sin embargo algunas especies son preferentemente exofagicas,
es decir, pican con mas frecuencia en el exterior de las edificaciones (Killick-
Kendrick et al., 1986).

Ambos sexos se alimentan habitualmente de fuentes de azlcar vegetal, como la
savia, pero mientras que los machos son exclusivamente fitéfagos, las hembras
necesitan alimentarse también de sangre, nutriciobn proteica imprescindible para la
produccién de huevos. Por este motivo los machos no pican (Lane et al., 1993;
Killick-Kendrick et al., 1986; Killick-Kendrick et al., 1999).

El periodo de vida del fleb6tomo en la naturaleza varia de 40 a 50 dias. La hembra
produce cientos de huevos al cabo de haber ingerido sangre. Los huevos son
depositados en lugares oscuros 0 poco iluminados, himedos, arenosos, con
temperatura constante y ricos en material organico en descomposicién, que permita
la alimentacion de las larvas al eclosionar (Garcia Almagro, 2004). Esto constituye
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una importante diferencia a destacar respecto a los habitos de las hembras Culex y
Aedes Aegypti, cuyos huevos s6lo eclosionan en el agua, sus larvas se alimenta de
materia organica presentes en la misma, hasta alcanzar el estado de pupa.

Desde el estado de huevo hasta la forma adulta es necesaria una temperatura
superior a 15°C, para experimentar su desarrollo, de otro modo el embrién
permanece dormido y no eclosiona. Esta metamorfosis transcurre en
aproximadamente 30 a 60 dias, en condiciones ideales (Soulsby, 1992).

Reservorios

Los huéspedes reservorios varian seglin las diferentes regiones geograficas y
pueden incluir animales domésticos o salvajes (Green, 2008).

Es innegable hablar del perro como el reservorio mas importante para la
Leishmaniasis visceral, por existir un tropismo positivo del parasito en estos
animales y su importancia en la salud publica (Solano-Gallego et al., 2009).
Recordemos que no es el Unico animal doméstico capaz de transmitir la
enfermedad, no olvidar el gato como posible fuente de infeccién en las areas
endémicas (Martin-Sanchez et al., 2007). Si bien son pocos los reportes de infeccion
por Leishmania en los gatos, tenemos que tener en cuenta que los mismos, cursan
la enfermedad mayormente bajo la forma asintomatica.

También se ha confirmado la parasitacién en la rata, gallinas y équidos, pero sélo
como huéspedes accidentales, ya que no hay evidencia cientifica de que ellos
puedan actuar como reservorios (Portus et al., 2002), por lo tanto carecen de valor
epidemiolégico.

Los canidos salvajes como el zorro y algunos marsupiales de nuestra regién como la
comadreja son animales capaces de albergar los amastigotes. Ambos con la
capacidad de generar un nicho biolégico posible de mantener latente siempre la
enfermedad.

Importancia del perro como reservorio de la enfermedad en areas endémicas

Los perros domésticos infectados con L. chagasi (infantum) ofician como el mas
importante reservorio de la enfermedad para personas en areas donde la
Leishmaniasis es endémica.

En los meses de inactividad del flebétomo, la supervivencia del parasito es
mantenida por la infeccién en el perro, ya que la transmisién transovarica de la
Leishmania no fue descrita en el vector (Solano-Gallego et al., 2009).

La susceptibilidad de los perros a la infeccién es variable segun las razas y, parece
ser que los animales més seleccionados son mas susceptibles, mientras que los
mestizos de zonas endémicas y algunas razas como los /bizian Warren Hound han
desarrollado cierto grado de resistencia (Garcia Aimagro, 2004). Solano-Gallego et
al. (2000) en un estudio realizado en las Islas Baleares (Mallorca), zona endémica
de Espafia, informaron que esta raza de perros suele ser mas resistentes a la
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infeccion por Leishmania, encontraron que estos desarrollan una respuesta celular
significativa a la infeccién.

El perro infectado puede permanecer asintomatico, aunque altamente infectivo, o
bien desarrollar la enfermedad, aumentado su capacidad de infectar a los
flebétomos que se alimentan de él (Alvar et al., 2001).

La eliminacién de perros seropositivos con el objetivo de disminuir la incidencia de
Leishmaniasis en Brasil es discutible y varios reportes han afirmado que no es muy
atil en la disminucién de la infeccion humana o canina a largo plazo (Solano-Gallego
et al., 2009).

Importancia del perro como reservorio de la Leishmaniasis en areas no endémicas

La enfermedad puede ser diagnosticada en areas no endémicas, en perros que han
vivido o viajado a regiones endémicas (Solano-Gallego et al., 2009).

El aumento de perros que viajan o se importan como animales de compaiiia de
areas endémicas han planteado serias preocupaciones sobre la introduccion de
enfermedades transmitidas por vectores, tales como la Leishmania a areas no
endémicas (Solano-Gallego et al., 2009).

Los perros infectados en areas no endémicas también pueden contribuir al
mantenimiento del parasito dentro de una poblacién canina, a través de la rara pero
posible transmisidén no vectorial de la infeccion (Solano-Gallego et al., 2009).

Importancia del gato como reservorio de la Leishmaniasis

La infecciéon por Leishmania en gatos solo ha sido reportada ocasionalmente en la
literatura cientifica. Sergent et al. (1912) encontré la primera infeccién en gatos.
Algunos casos de Leishmania en felinos por L. infantum fueron descriptos en
Francia, Italia, Espaiia y mas recientemente en Brasil.

Las caracteristicas clinicas asociadas con Leishmania no son patognomoénicas y
pueden ser confundidas con muchas otras enfermedades mas comunes de los
gatos, que probablemente ha conducido a una subestimacién considerable de esta
condicion. Ademas, los gatos pueden sufrir diferentes condiciones
inmunosupresoras causadas por virus (ViLeF, ViF), que pueden favorecer la
multiplicacién del parasito.

Martin-Sanchez et al. (2007), sostiene la hipbtesis que en éreas endémicas de
Leishmania como Espafa el gato puede actuar de reservorio, en lugar de huésped
accidental, y ella se basa en:

1. El alto porcentaje de gatos parasitados (25.7%) vinculada a una seropositividad
de 60%. La combinacién de ambos datos, 70.6% de la poblacién felina es, o podria
ser infectada por L. infantum.
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2. Los gatos se infectan por varios meses hasta que se curan espontaneamente
(ningtin gato incluido en este estudio sobrevivié sin tratamiento) o son curados con
tratamiento especifico 0 mueren quizas por causas no relacionadas directamente
relacionadas al parasito.

3. Mientras que los gatos estan infectados, ellos pueden ser picados por el mosquito,
como lo muestran varios estudios sobre las preferencias alimentarias de estos
insectos (Bongiorno et al., 2003; De colmenares et al., 1995) y ellos son infecciosos
para vectores competentes (Maroli et al., 2006).

Ciclo biolégico

El ciclo natural de la infeccién por Leishmania involucra a un mosquito vector y a un
huésped vertebrado, en los cuales se desarrollan distintas formas del parasito
(Green, 2008).

La enfermedad es transmitida de un huésped a otro por la picadura del mosquito
durante la ingesta de sangre. Para alimentarse, la hembra del insecto vector pica al
mamifero reservorio (el perro), generaimente en regiones con poco pelo, como ser el
puente nasal, pabellén auricular, regién inguinal y perineal. De este modo, los
amastigotes de la sangre del huésped infectado pasan al tracto digestivo del
mosquito y en el segmento anterior del intestino, fundamentalmente, se liberan de
las células del huésped, sufriendo una serie de alteraciones morfolégicas,
transformandose en promastigotes flagelados extracelulares en 24-36 horas tras la
picadura, para luego iniciar una rapida multiplicacién (Sacks et al., 1985; Green,
2008; Solano-Gallego et al., 2009).

Dentro del tubo digestivo del vector, las caracteristicas del promastigote van
cambiando desde la fase de nectomona, sujeto a las microvellosidades del tubo
digestivo, a la de promastigote infectivo 0 metaciclico, libre en la hipofaringe,
pasando por una fase intermedia de haptomona (Figura. 2). Este proceso se conoce
como metaciclogénesis y dura unos 10 dias (Sacks et al., 1985).

Los promastigotes metaciclicos rellenan la faringe y probdscide del mosquito y
permanecen alli hasta una nueva picadura, momento en el que seran inoculados con
la saliva en la piel del nuevo huésped vertebrado cuando el mosquito hembra vuelve
a alimentarse (Kamhawi et al., 2000; Green, 2008).
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Figura 2: Metaciclogénesis en el vector.
1) Amastigote; 2) Promastigote prociclico; 3) Nectomona; 4) Haptomona;
5) Leptomona; 6) Promastigote metaciclico.
Fuente: modificado de Salomén, 2012.

Con cada picadura entran en la dermis entre 10 y 200 promastigotes metaciclicos,
algunos de los cuales, probablemente, son destruidos por los leucocitos
polimorfonucleares y eosinéfilos, mientras que otros se adhieren a los receptores de
superficie de los macréfagos y son fagocitados (Sacks et al., 1985).

Los macréfagos rodean el parasito en una vacuola fagosoma y trata de eliminarlo a
través de una cascada a base de metabolitos del oxigeno como el oxido nitrico y la
liberacion de hidrolasas lisosomales vertidas en el interior de la vacuola parasitofora.
La Leishmania evade las defensas no especificas para sobrevivir y multiplicarse en
los macréfagos (Solano-Gallego et al., 2009).

Una vez dentro del macréfago, se va reduciendo el tamaiio del flagelo y el cuerpo se
va ovalando (paramastigote) hasta transformarse nuevamente en amastigotes, que
vivirdn en los fagolisosomas, o vacuolas parasitéforas del macréfago, que los
separan de los mecanismos celulares de defensa del huésped. En estas estructuras,
los amastigotes sobreviven y se multiplican por division binaria, hasta que el
macréfago queda repleto de amastigotes, momento en el que se rompe y los
parasitos pasan al espacio extracelular, donde seran nuevamente captados por otros
macrofagos, infectando nuevas células del huésped, diseminandose desde el lugar
de la picadura (Chang et al., 1956; Sacks et al., 1985; Green, 2008).

Viajan por todo el cuerpo del huésped, en especial a través de los 6rganos del
sistema hemolinfatico hacia areas dérmicas remotas, hasta crear una infeccidén
generalizada (Green, 2008).

Los parasitos pueden ser ingeridos por otro fleb6tomo, cerrando asi el ciclo.
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Figura 3: Ciclo biolégico.
Fuente: modificado de www.malattiedeicani.it

Otras formas de trasmision

Transplacentaria

Si bien la Leishmaniasis se transmite naturalmente a través de las picaduras de
mosquitos, se ha documentado la transmision vertical intrauterina de la madre a sus
crias, siendo la transmision transplacentaria posible.

La literatura cientifica contiene raros reportes de casos de transmisién vertical en
humanos. Low et al. (citado por Magno da Silva, 2009) describid el primer caso de
Leishmania visceral en un recién nacido, donde la madre estaba enferma. Desde
entonces algunos otros casos en seres humanos han sido reportados en varios
paises incluyendo Alemania, Sudan e India.

La posibilidad de transmision transplacentaria de Leishmania fue confirmada por
Rosypal y Lindsay (2005) que uso un modelo murino y sugiere que la frecuencia en
ratones por esta ruta de transmision seria muy baja.

De manera similar, se ha sugerido que la transmisién maternal puede ocurrir en
perros, lo cual fue demostrado en diversos estudios realizados.

Rosypal et al. (2005) utilizd hembras Beagle las cuales fueron infectadas
experimentalmente con cepas LIVT-1 de promastigotes de L. infantum originalmente
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aislados de una infeccién natural en Fox hound de Virginia (USA). Una de las cuatro
perras quedo embarazada y fue capaz de mantener el embarazo, pero las otras tres
o bien no concibieron o no lograron mantener su embarazo. Sus cachorros fueron
extraidos por cesarea en el dia 60 de gestacion, los cuales fueron incapaces de
respirar al nacer y murieron.

Muestras de higado, médula ésea femoral, bazo, corazén, nédulos linfaticos, rifién y
tejido placentario fueron colectados de los 3 cachorros remanentes para cultivo
parasitario y PCR.

El ADN de Leishmania fue detectado por PCR en bazo, nédulo linfatico y rinén de 2
cachorros al igual que en la placenta y tejido uterino de la madre. Este es el primer
informe de la transmision materna de una cepa de Leishmania de América del Norte
en hembras infectadas en forma experimental.

Este articulo deja ver que la transmision ocurre de forma transplacentaria, al
eliminarse la posibilidad de contagio de los cachorros al evitar el transcurso del
mismo por el canal de parto, ya que fue practicada la cesarea.

El primer reporte en Brasil de transmision vertical de Leishmania infantum como
punto de partida de la infeccién natural de una perra a sus hijos fue descrito por
Magno da Silva et al. (2009). El caso reportado consistié en una Dogo Argentina de
36 meses con historial de infeccidn con L. infantum. A lo largo del periodo de
gestaciébn, que se produjo normalmente, no presento signos clinicos de
Leishmaniosis. Al dia 68 ella fue examinada por ultrasonografia y se demostré la
presencia de 2 cachorros, uno sin latidos cardiacos y el otro con sus latidos
disminuidos. La cesarea fue indicada y trascendié que los 2 cachorros nacieron
muertos. Muestras de Utero y placenta de la madre, y muestras de piel de los oidos,
higado y bazo de los cachorros se tomaron, unas se fijaron en formol al 10%, y otras
se procesaron por PCR e inmunohistoquimica (IHQ).

L. infantum se encontré en el bazo e higado de los 2 cachorros, ambos por PCR e
IHQ y en la placenta maternal por PCR. Estos resultados corroboran los de Rosypal
et al (2005).

Tanto en los trabajos citados anteriormente Rosypal et al. (2005) y Magno da Silva
et al. (2009) como en el realizado por Pangrazio et al. (2009), la transmision
transplacentaria fue demostrada por PCR.

Este dultimo demostr6 por primera vez que la frecuencia de transmision
transplacentaria en hembras prefiadas no difiere entre asintomaticas o sintomaticas,
indicando que el estado clinico de las perras no es predictivo de su potencial de
transmisién transplacentaria de Leishmania.

En este estudio 32% de los fetos y 49% de las placentas fueron PCR positivas. Este
hallazgo soporta la mocién que Leishmania es trasmitida a la progenie sobre todo
por la placenta en perros, y que la ruta transvaginal parece jugar un rol secundario.
Esto Gitimo se afirma en algunos estudios que indicaron la ausencia de amastigotes
en la mucosa vaginal de perras infectadas naturalmente (Silva et al. 2008).
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A pesar de la ausencia de lesiones y deteccion de amastigotes en la placenta, ADN
de Leishmania fue detectado en 49% de las placentas de ambos grupos de perras
asintomaticas y sintomaticas. Lo que indica que aunque en cargas muy bajas, el
organismo estad a menudo presente. La placenta tiene una extremadamente alta
irrigacion sanguinea, que podrian llevar amastigotes, resultando en amplificacién de
ADN, aunque la ausencia de amastigotes en muestras tedlidas con HE e
inmunohistoquimica indican que la placenta no es probablemente un tejido diana
para la infeccién de Leishmania, considerando que claramente sirve como una via
de transmisién a los fetos. Es de notar que el protocolo de PCR empleado en este
estudio es extremadamente sensible, detectando hasta 0,0001 amastigote por
reaccién (Pangrazio et al., 2009).

Los caninos presentan una placenta del tipo endoteliocorial (Dyce, 1991) por lo que
la circulaciéon del parasito en la sangre de la perra y la irrigacién de la placenta y
anexos puede permitir el pasaje de Leishmania atreves de la misma y en contacto
directo con la circulacién fetal, llevando a infeccién de los 6rganos y tejidos de los
fetos (Rosypal et al., 2005; Magno da Silva et al., 2009).

Pangrazio et al. (2009) demostr6é que la distribucion de amastigotes en los 6rganos
fetales es similar a la observada postnatal o en perros adultos, con amastigotes
distribuidos en su mayoria en 6rganos linforreticulares como son el bazo, médula
6sea, nédulos linfaticos e higado, en los cuales los amastigotes fueron observados
en estos tejidos mediante la tincién con hematoxilina eosina (HE) e IHQ. Por lo que
concluyé que la distribuciébn de amastigotes es similar en los 6rganos fetales o
perros adultos.

Por lo tanto cachorros nacidos de hembras infectadas deberian ser considerados
potenciales reservorios y fuentes de infeccién de Leishmania. Si bien hay que tener
en cuenta que la transmisidn transplacentaria ocurre de la madre al feto, su
incidencia es baja, donde posiblemente no todos los fetos de una camada al
momento de nacer estén infectados, por lo cual en regiones endémicas esta forma
de transmision es de menor importancia, no asi en aquellas regiones donde la
enfermedad no existe y no hay presencia del vector.

Venérea

Silva et al. (2009) recientemente reportaron la transmision venérea como via
alternativa de transmisién en ausencia del vector bioldgico.

El objetivo de este estudio fue investigar la posibilidad de transmisién venérea de
Leishmania de perros machos naturalmente infectados a perras susceptibles libres.

Los perros fueron sometidos a recoleccién de semen por manipulacién digital por lo
menos 3 veces con rango de intervalo de 1 a 12 dias. Las muestras de semen
fueron procesadas por PCR. Basado en la presencia de ADN de Leishmania en el
semen, 9 perros fueron seleccionados para aparearse con hembras susceptibles. 14
hembras serolégicamente negativas fueron obtenidas en Barbacena, que son
estados con no reporte de casos no autéctonos de Leishmania visceral. Estas
hembras fueron colocadas en cuarentena por un mes previo al apareamiento.
Ninguna de las 14 perras usadas en este estudio eran seroldégicamente,
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parasitolégicamente (puncién de médula 6sea) o PCR (sangre entera y puncién de
médula ésea) positivas a Leishmania hacia el final del periodo de cuarentena. 12
perras copularon con los perros infectados naturalmente que presentaban
Leishmania en el semen, mientras que las otras 2 perras se mantuvieron en las
mismas instalaciones, en las mismas condiciones, pero no copularon y sirvieron
como controles. Durante el estro, las perras fueron destinadas a copular con 1 0 mas
machos. Este disefio experimental fue un intento para reproducir el disefio sexual de
perras callejeras que copulan varias veces durante el estro con diferentes machos.

Tres de las 12 perras que se aparearon, desarrollaron titulos serologicos entre los
dias 138 a 165 posteriores a la copula. De todas las perras se obtuvieron muestras
de algunos érganos (vulva, vagina, cérvix, cuerno uterino, tuba uterina, ovarios,
higado, bazo, y nédulos linfaticos) para la realizaciéon de PCR, 6 de las 12 perras
que copularon con perros infectados naturalmente fueron positivas y los animales
controles fueron negativos.

Este estudio demostré que la transmisién de Leishmaniosis ocurrié en la ausencia
del vector biolégico.

Estudios previos demostraron que L. chagasi tiene un tropismo por el aparato genital
canino, especialmente por el epididimo, prepucio, y glande del pene, resultando en
inflamacién de estos 6rganos y presencia de amastigotes en el semen de perros
infectados naturalmente (Diniz et al., 2005). Contrariamente, lesiones especificas no
son observadas en el aparato genital de perras con Leishmaniosis (Silva et al.,
2008).

Es importante destacar que el porcentaje de perros infectados que eliminan el
organismo en el semen fue muy alto (86%) en el estudio realizado por Silva et al.
(2009).Este estudio confirma que perros naturalmente infectados con Leishmania
chagasi son capaces de eliminar los organismos en el semen tanto en perros
sintomaticos como asintomaticos.

En conclusién, estos resultados previos (Diniz et al., 2005; Silva et al., 2008) junto
con los datos reportados por Silva et al. (2009), soportan la mocién que L. chagasi
puede ser sexualmente transmitida de los perros infectados de forma natural a las
perras susceptibles, en ausencia del vector biolégico, ademas de que la transmisién
venérea en perros es probable que sea unidireccional, preferiblemente de machos
infectados a hembras susceptibles.

Transfusién sanguinea

La transmision de la infeccién por sangre infectada en personas es de especial
preocupacién en zonas endémicas donde los donantes podrian ser portadores de la
infeccién (Solano-Gallego et al., 2009).

En perros, la ocurrencia de transmision del parasito de Leishmania por transfusion
de sangre ha sido reportado (Owens et al 2001; De Freitas et al 2006).
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Otros posibles vectores

Las garrapatas y pulgas han sido evaluadas como potenciales vectores de
Leishmania pero no hay evidencia demostrada de que tengan un papel en la
transmisién natural del protozoario (Green, 2008; Solano-Gallego et al., 2009).

Zanatta Coutinho et al. (2005) con el fin de evaluar el grado de infectividad de
Leishmania chagasi en la garrapata, retir6 de 21 perros que mostraban diversos
sintomas de Leishmaniosis 39 ejemplares de Rhipicephalus sanguineus. Seis
garrapatas dieron resultados positivos para Leishmania utilizando la técnica de PCR.
Para determinar la infectividad de los parasitos, hamsters fueron inoculados por via
oral y peritoneal con macerados de las garrapatas. Después de 6 meses, los
hamsters fueron sacrificados y se les practicd la necropsia tomandose muestras de
suero para IFl, asi como fragmentos de bazo e higado para citologia y PCR. Tanto
este ultimo como la IFl dieron resuitado positivo en muchas de las muestras
obtenidas.

Se ha probado que Rhipicephalus sanguineus posee organismos de Leishmania en
sus intestinos luego de alimentarse de perros infectados, no obstante, su
competencia como vector no ha sido confirmada (Green, 2008).

Patogenia

Con la picadura del fleb6tomo, los promastigotes de Leishmania se transfieren
mediante la saliva del insecto a la piel del huésped vertebrado. Los promastigotes
entonces son fagocitados por los macréfagos y se multiplican como amastigotes
dentro de los fagolisosomas, que los separan de los mecanismos celulares de
defensa del huésped. Cuando el macréfago se rompe, los amastigotes liberados
penetran en otras células del huésped y se diseminan desde el lugar de la picadura.
Viajan por todo el cuerpo del huésped, pero en especial a través de los érganos del
sistema hemolinfatico, hasta crear una infeccién generalizada (Green, 2008).

Tras la infeccién, por una parte, el huésped despliega su capacidad defensiva
mediante la respuesta inflamatoria local y sistémica (respuesta de fase aguda) y la
interaccién de moléculas y células en lo que llamamos respuesta inmune adquirida y
por otra parte, el parasito explotara al maximo sus posibilidades de infectividad y
patogenicidad, para contrarrestar dichas defensas, eludiéndolas o anulandolas.

Hay dos factores relevantes en la eficiencia de la transmision del parasito en relacién
con la picadura: el nimero de picaduras infligidas al huésped y la composicion de la
saliva del vector (Garcia Almagro, 2004).

La frecuencia de las picaduras varia de una especie de fleb6tomo a otra y mientras
unas se alimentan una sola vez para cada oviposicién, otras se alimentan varias
veces en dias diferentes (Beach et al., 1985; Schlein et al., 1992).

En segundo lugar, la saliva del mosquito no sélo es capaz de provocar reacciones
de hipersensibilidad retardada local, sino que tiene una serie de componentes
proteicos con un determinante papel de interferencia en los mecanismos de defensa
del huésped, como antiagregantes plaquetarios, vasodilatadores, inmunosupresores,
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difusores y potenciadores de la infectividad del parasito. Entre estos factores estan
la apirasa, el maxadilan, la adenosina y su precursor 5°’AMP, hialuronidasa y
desintegrinas (Ribeiro et al., 1989; Ribeiro et al., 1999; Kamhawi, 2000).

Respuesta inmune innata y adquirida

La respuesta inmunolégica innata 0 no especifica es la primera linea de defensa que
debe enfrentar el parasito cuando ingresa a un huésped susceptible. Uno de los
mecanismos sugeridos a partir de los cuales los parasitos deprimen las defensas
inmunolégicas innatas del huésped involucra la capacidad de los amastigotes de
sobrevivir y replicarse dentro de los fagolisosomas macrofagicos, al producir
compuestos tales como los lipofosfoglucanos, los cuales inhiben la maduracién de
los fagosomas (Green, 2008).

Una vez que los promastigotes se encuentran en la dermis se produce una reacciéon
inflamatoria local, con acumulacion de células de Langerhans, neutréfilos y
eosindfilos inicialmente, seguidos de macréfagos, células natural killer (NK) y
tardiamente linfocitos (Ramirez et al., 2006). Una parte de los promastigotes son
eliminados en el espacio extracelular por neutréfilos y eosindfilos, otros son
fagocitados por los macréfagos dentro de los cuales se multiplicaran bajo la forma
amastigote.

La fagocitosis de los promastigotes estd mediada por receptores de superficie
especificos de los macréfagos (receptores del complemento CR3, CR1, CR2, CR4 o
inmunoglobulinas que opsonizaron al parasito) y, de todos ellos, la fracciéon 3 del
complemento parece jugar un papel predominante. Los ligandos de Leishmania para
estos receptores son los glucoconjugados de su superficie como los
lipofosfoglucanos (LPG) y la gp63. Se piensa que estas y otras moléculas de
superficie juegan algin papel en la supervivencia de las Leishmanias dentro de los
fagolisosomas y su replicacién (Gongalves et al., 2004; Ramirez et al., 2006).

Las células de Langerhans estan presentes en toda la dermis, son capaces de
captar los antigenos de Leishmania y transportarlos hacia los nédulos linfaticos de
drenaje. Carecen de funcién microbicida, pero son muy eficientes presentadoras de
antigenos a los linfocitos T colaboradores (Tizard, 1998; Niederwieser, 2004; Abbas,
2008).

Para facilitar la comprension de los mecanismos fisiopatolégicos que configuran el
desarrollo de la respuesta inmune adquirida, dividiremos esquematicamente estos
sucesos en distintas fases. No obstante, estos sucesos se imbrican muy pronto y
esta division es sélo artificial.

La activacion de los linfocitos T precisa de la funcién de las células presentadoras de
antigeno (fundamentaimente las células de Langerhans) y de la interaccion de los
ligandos del linfocito con otros receptores de dichas células merced a moléculas
coestimuladoras (interleucinas y moléculas de adhesion) que acttan sinérgicamente.
En este punto tienen un papel fundamental los componentes de la respuesta inmune
innata (complemento, células NK y macréfagos entre otros) (Abbas, 2008).
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El antigeno de Leishmania procesado es presentado por las células de Langerhans
y macréfagos, a la poblacién de linfocitos llamada linfocitos T de helpers (Th) o
colaboradores. Para esto las células presentadoras de antigenos se dirigen por los
vasos linfaticos aferentes, hacia el nédulo linfatico préximo (Hernandez y Becker,
2006; Ramirez et al., 2006).

En el interior del macréfago las proteinas liberadas de los parasitos se asocian a las
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH), que actian como
transportadoras de antigenos a la superficie del macréfago. Cuando los antigenos se
asocian al CMH clase |, los antigenos son reconocidos por las células T del tipo
CD8+ o citotéxicos (Tc) mientras que cuando se asocian a las de la clase Il son
reconocidos por las células T del tipo CD4+ o Th (Abbas, 2008).

Los linfocitos Tc son células que provocan la apoptosis celular al ser estimuladas por
los antigenos presentados por el MHC clase | (Abbas, 2008).

La activaciéon de las células Th permite establecer dos tipos de respuesta segun se
expresen las subpoblaciones T de helpers 1 (Th1) o T de helpers 2 (Th2) (Fig. 1).
Esta activaciéon esta mediada por la presencia de diferentes interleucinas, producida
por los macréfagos y otras células presentadoras de antigenos (Gallego y Riera,
2007; Ferrer c).

Para la activaciéon de los Th1, es necesaria la presencia de interleucina-12 (IL-12),
mientras que los Th2 necesitan interleucina-4 (IL-4) para su desarrollo. Ellas son
determinantes del tipo de respuesta inmunitaria y del progreso o no de la infeccién
(Ferrer c).

La IL-12 promueve la activacién de la inmunidad celular mediante la activacién de
los linfocitos Th1, ademas de estimular la produccién y citotoxicidad de las células
Tcy de las células NK (Tizard, 1998; Niederwieser, 2004; Abbas, 2008).

La IL-4 participa en la regulacion del sistema inmunitario en mdiltiples niveles. Entre
otras funciones, promueve la diferenciacidon de linfocitos Th2, la proliferacion y
diferenciacién de linfocitos B y es un potente inhibidor de la apoptosis (Abbas, 2008).

La inmunidad celular es fundamental en la defensa contra la Leishmania y esta
especificamente ligada a la funcién de los linfocitos Th1, mientras que la inmunidad
humoral dada por los Th2 tiene un papel escaso y perjudicial. Dependiendo de las
interleucinas que actien en los primeros momentos de la infeccion, la respuesta se
decantara hacia la proteccidén (respuesta Th1) o a la progresiéon (respuesta Th2)
(Figura 4) (Huaynates Orellana, 2009).
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Figura 4: Respuesta Th1y Th2.
Fuente: L. Ferrer (c).

Respuesta Th1 protectora

Las células Th1 producen principalmente interleucina-2 (IL-2), interferén gamma
(IFNy) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) durante las primeras horas que
siguen a la estimulacion por el antigeno y por la IL-12 (Ramirez et al., 2006).

Siendo la formacion de IFNy, el factor de activacién de los macréfagos para matar a
la Leishmania al determinar la produccion de 6xido nitrico por el macréfago y la
posterior lisis del parasito. La produccién de éxido nitrico es un potente y
fundamental factor de defensa del macréfago activado y su inhibicién por parte de
las Leishmanias es totalmente determinante de la supervivencia de éstas (Ferrer c).

Respuesta Th2 no protectora

Las células Th2 secretan interleucinas 4, 5, 10 y 13 varios dias después de la
exposicién al antigeno.

La IL-10 influye en la progresién de la enfermedad al tener un efecto antagénico
sobre los macréfagos al hacerlos refractarios o poco susceptibles a la activacion por
el IFNy, logrando que no se activen, dando por resultado la inhibicién de la lisis del
parasito al impedir la produccidon de 6xido nitrico por el macréfago (Miles et al., 2005;
Hernandez y Becker, 2006).

La IL-4 estimula la proliferaciéon de linfocitos B y la secrecion de inmunoglobulinas
principalmente IgG, las cuales no solo fallan en proteger contra el agente patégeno
de localizacién intracelular, sino que contribuye a la progresion de la enfermedad.
Esta hiperreactividad de células B inducida por la IL-4 conduce a la
hipergammaglobulinemia policlonal y a altos titulos de anticuerpos anti-leishmania,
generando una respuesta perjudicial en lugar de protectora para el huésped (Ferrer
c).
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También pueden producirse con frecuencia autoanticuerpos que pueden asociarse
con el desarrollo de fendmenos patolégicos como trombocitopenia y anemia
inmunomediadas (Ferrer c).

Otro peligro potencial frente a la exuberante acciéon de los linfocitos B es la
produccion de grandes cantidades de complejos inmunolégicos circulantes (CIC). El
depésito de estos en las paredes de los vasos sanguineos puede causar vasculitis,
poliartritis, uveitis y glomerulonefritis. La vasculitis sistémica puede provocar la
isquemia local que causa necrosis cutanea y visceral y, si bien es raro, también
afectacién del sistema nervioso (Ferrer ¢).

En los perros, el depésito de CIC en los rifilones causa falla renal, que es la mayor
causa de muerte en perros con Leishmaniosis (Green, 2008).

Manifestaciones clinicas

La Leishmaniosis canina es una enfermedad sistémica crénica, capaz de englobar
una variada gama de manifestaciones, o inclusive cursar de forma asintomatica.

Los principales hallazgos clinicos encontrados en el examen fisico clasicamente
incluyen, pérdida progresiva de peso, linfadenomegalia, esplenomegalia,
onicogrifosis, lesiones dermatoldgicas, atrofia muscular, intolerancia al ejercicio,
letargia, poliuria-polidipsia, claudicacién, vémitos, diarrea y epistaxis (Solano-Gallego
et al., 2009).

Las lesiones cutaneas son las manifestaciones mas comunes de la Leishmaniosis
canina, con una incidencia del 56 al 90% (Green, 2008).

El animal puede presentar trastornos dermatolégicos sin otros signos obvios de
enfermedad. Estos pueden variar en caracteristicas y extensién, pero rara vez son
prurginosos (Green, 2008).

La mayoria de los perros pueden desarrollar Gnicamente dermatitis descamativa. La
alopecia puede ser generalizada o localizada, pudiendo comenzar en la cabeza,
abarcando la regidén periocular y orejas, o extenderse al resto del cuerpo y
extremidades (Scott, 2002).

Un hallazgo bastante especifico es el desarrollo excesivo de las uiias (onicogrifosis)
y la presencia de vasculitis en los margenes auriculares (Scott, 2002).

Algunos animales con la enfermedad mas avanzada sufren dermatitis ulcerativa en
sitios de prominencias éseas, al igual que en uniones muco-cutaneas, nariz y patas
(Scott, 2002).

Con menor frecuencia se desarrollan dermatitis nodular focal o multifocal (Solano-
Gallego et al., 2009).

Atipicas manifestaciones cutaneas tal como despigmentacion, paniculitis,
hiperqueratosis nasal y digital se pueden observar (Solano-Gallego et al., 2009).
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Los signos mas comunes de afeccion general son pérdida de peso, con o sin apetito
y atrofia muscular marcada. Hay reduccién de la actividad fisica asociada a debilidad
y trastornos locomotores. Estos Ultimos pueden estar causados por poliartritis
erosivas o no erosivas, lesiones 6seas osteoliticas y osteoarticulares con periostitis
proliferativa, neuraigia, polimiositis, hendiduras en las almohadillas y dulceras
interdigitales (Solano-Gallego et al., 2009).

Con frecuencia se presenta linfadenomegalia generalizada, estos tienen de 2 a 6
veces su tamaio normal, por lo que en ocasiones semejan los hallazgos clinicos del
Linfosarcoma. También suele detectarse esplenomegalia a partir de la palpacién
abdominal, la cual debe ser confirmada por ecografia (Green, 2008).

Alrededor del 20 al 40% de los perros diagnosticados presentan lesiones oculares
que incluyen conjuntivitis, blefaritis, queratoconjuntivitis ya sea comin o seca y
uveitis anterior, granulomatosa o linfoplasmocitica. En algunos casos, los trastornos
oculares constituyen el unico signo clinico. Consecuencias oculares de hipertension
sistémica (desprendimiento de retina e hifema) se ve en solo el 5,7% de los perros
con Leishmaniosis (Green, 2008; Solano-Gallego et al., 2009).

La epistaxis también puede aparecer en conjunto con otros trastornos tipicos o bien
ser el unico signo de Leishmaniosis (Green, 2008).

La temperatura rectal puede fluctuar, pero suele ser normal o estar en valores
subfebriles, no siendo un signo importante de la enfermedad (Green, 2008).

En etapas avanzadas de la enfermedad puede aparecer falla renal crénica,
complicando aun mas el cuadro clinico y esto llevar a anorexia, depresién mental,
poliuria, polidipsia, vomitos, diarrea y ser la principal causa de muerte.

La falla renal dada por la glomerulonefritis y nefritis tubulointersticial son los
hallazgos patolégicos mas comunes, mientras que la amiloidosis es muy rara. La
glomerulonefritis es frecuentemente asociada a depésitos de inmunocomplejos en
los glomérulos y es principalmente membranoproliferativa o mesangioproliferativa
(Solano-Gallego et al., 2009).

Se ha presentado ademas trombosis como consecuencia de un sindrome nefrético
causado por la glomerulonefritis. Puede haber signos causados por la coagulacién
intravascular diseminada o sus complicaciones.

La enfermedad renal puede ser el Unico signo clinico, por lo cual perros de areas
endémicas con este trastorno deben ser evaluados por Leishmaniosis.

La inmunosupresién puede promover la apariciéon de infecciones concomitantes; por
lo tanto, el cuadro clinico puede complicarse con patologias tales como demodicosis,
piodermia superficial o profunda, enfermedad gastrointestinal y neumonia (Green,
2008).

Son comunes las infecciones combinadas con Ehrlichia, Babesia, Hepatozoon,
Trypanosoma y Dirofilaria cuando se presenta Leishmaniasis en regiones donde
aquellos organismos también son endémicos (Green, 2008).
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Formas clinicas poco comunes incluye hepatitis crénica, pancreatitis, colitis crénica
recidivante, enfermedad neurolégica debido a meningitis y miositis atréfica del
musculo masetero o polimiositis, desordenes autoinmunes, y desordenes
cardiovasculares como pericarditis, taponamiento pericardico, vasculitis sistémica y
tromboembolismo (Green, 2008; Solano-Gallego et al., 2009).

Basado en los signos clinicopatolégicos, en el grado de afeccién renal y segun el
titulo serolégico presente, Ferrer (d) clasifica a la enfermedad en cuatro estadios
clinicos:

l. Estadio |: enfermedad leve con minimas alteraciones clinicopatolégicas,
sin enfermedad renal y con bajos niveles de anticuerpos.

i Estadio II: enfermedad moderada con signos clinicopatolégicos y minimo
daiio renal.

] Estadio Ill: enfermedad grave, con signos clinicopatolégicos y enfermedad
renal.

IV.  Estadio IV: enfermedad muy grave, con dario renal irreversible.

Diagnéstico

Para arribar al diagnéstico de Leishmaniosis en un paciente se debe tener en cuenta
un gran numero de factores. Comenzar con una minuciosa anamnesis, signos
clinicos en caso de estar presentes y la realizacién de diferentes métodos
paraclinicos que ayudan a conocer el estado general del paciente. Seguido por
determinacion de anticuerpos anti-leishmania e identificacién del parasito, ya sea por
visualizacién directa del mismo, o0 métodos moleculares.

Hallazgos de laboratorio

Los hallazgos en el hemograma y bioquimica de un paciente que padece la dolencia,
no es de gran utilidad para el diagnéstico, ya que no muestran alteraciones
patognoménicas.

Con frecuencia suele detectarse anemia no regenerativa de leve a moderada; en
casos mas excepcionales, se encuentra anemia hemolitica no regenerativa causada
por mecanismos inmunomediados (Green, 2008).

Hallazgos menos consistentes son la trombocitopenia, leucocitosis leve o
leucopenia; sin embargo, se informa con frecuencia la presencia de linfopenia en
perros con Leishmaniosis (Green, 2008; Solano-Gallego et al., 2009).

Los hallazgos bioquimicos mas contundentes en el suero de perros con
Leishmaniosis clinica son la hiperproteinemia con hiperglobulinemia e
hipoalbuminemia, como resultado de una reduccién en la relacién albimina/globulina
(Green, 2008).

En los casos de hiperglobulinemia marcada sin causa aparente, en perros
provenientes de areas endémicas 0 en aquellos que hayan viajado a tales regiones,
debe investigarse la posibilidad de Leishmaniosis (Green, 2008; Solano-Gallego et
al., 2009).
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Una leve elevacién en la actividad de las enzimas hepéticas es frecuente, pero rara
vez se encuentra un incremento marcado (Green, 2008).

En la mayoria de los perros se desarrolla proteinuria persistente y azoemia renal;
debido a glomerulonefritis y falla renal progresiva, en la etapa terminal de la
enfermedad (Green, 2008; Solano-Gallego et al., 2009).

Pruebas seroldégicas

El diagnéstico de Leishmania, puede ser hecho por la deteccion de anticuerpos
especificos anti-leishmania en suero (principalmente IgG y especialmente 1gG1 e
19G2), usando técnicas seroldgicas cuantitativas como es la Inmunoflorescencia
indirecta (IFI) o ELISA, siendo estas dos las técnicas mas comiunmente usadas.
Existen otros métodos seroldgicos para detectar anticuerpos en suero, entre los
cuales se incluyen, las pruebas de aglutinacién directa y el Western Blotting, esta
Ultima ha demostrado ser 6ptima para el diagnéstico, sin embargo no se utiliza de
forma habitual por razones de tiempo de realizacién y costo econémico (Ferrer et al.,
a).

Para la utilizacién e interpretacion de estas técnicas se debe tener en cuenta que la
produccion de anticuerpos o seroconversién se desarrolla durante los meses
siguientes al momento de la infeccidn, siendo la media de unos 5 meses (intervalo:
1-22) para la infecciéon natural (Ferrer et al., a). Los anticuerpos se presentan por lo
general mucho antes de que aparezcan los signos clinicos de la enfermedad, debido
al relativo largo periodo de incubacién, por lo tanto perros asintomaticos infectados
que de apoco muestran el desarrollo de la enfermedad suelen ser seropositivos,
mientras algunos perros permanecen seronegativos por periodos variables después
de ser infectados (Green, 2008).

Altos niveles de anticuerpos estd asociado con alta parasitemia y por ello
enfermedad. En un perro con signos de enfermedad, el resultado positivo de un
titulo de anticuerpos sustenta de forma contundente un diagnéstico preliminar. Los
anticuerpos en perros con signos clinicos de Leishmaniosis muy rara vez son
indetectables (Green, 2008; Solano-Gallego et al., 2009).

Sin embargo, un titulo positivo bajo puede detectarse en animales que han estado
expuestos pero que no desarrollaron la enfermedad, en los portadores asintomaticos
permanentes, 0 en aquellos luego de un tratamiento satisfactorio. En presencia de
estas circunstancias es preferible repetir el test aproximadamente a las 4-6 semanas
para determinar si se trataba de un titulo residual que va decreciendo o de una
infeccién activa en progreso (Solano-Gallego et al., 2009).

A estas dificultades de encontrar un test de sensibilidad y especificidad de 100% se
une el hecho que ninguno de estos test, con la posible excepcion del Western
Blotting, permite el seguimiento de la evolucién de la enfermedad de una forma
eficaz (Ferrer et al., a).

En aquellos casos en que la serologia no es concluyente, se recomiendan métodos
adicionales de deteccion, como el PCR.
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Inmunofluorescencia indirecta

La Inmunofluorescencia indirecta (IFl) se realiza colocando el suero del paciente a
examinar en portas donde estan presentes promastigotes de Leishmania. Los
anticuerpos eventualmente presentes se fijan a los promastigotes y la positividad se
evidencia utilizando anti-anticuerpos fluorescentes. También hace posible determinar
el titulo de anticuerpos utilizando diluciones seriadas del suero a examinar (Ferrer et
al, a).

La sensibilidad y la especificidad de la IFl son cercanas al 100% y por este motivo es
la prueba considerada de referencia por la Organizacion Internacional de Epizootias.
Sin embargo, en esta prueba el componente subjetivo del operador es mas elevado,
ya que la lectura de fluorescencia es realizada por un técnico utilizando un
microscopio de fluorescencia. La variabilidad de los resultados, por lo tanto es muy
elevada (Ferrer et al., a).

Enzimoinmunoensayo

Para realizar esta prueba, el suero a examinar se coloca en un micro-pocillo
recubierto con antigenos de Leishmania. En caso de positividad, se aprecia una
reaccién colorimétrica cuantificable mediante espectrofotdmetro y, por tanto, no
sujeta a una variabilidad subjetiva ligada al operador (Ferrer et al., a).

Es una prueba con una especificidad y sensibilidad media-aita (70-100%). La
sensibilidad es mucho més elevada si se utilizan multiples antigenos de Leishmania,
con lo que aumenta el nimero de lugares donde se pueden fijar los eventuales
anticuerpos presentes en el suero (Ferrer et al., a).

La sensibilidad y especificidad del ELISA depende del antigeno empleado, que
incluye extracto soluble de promastigote y proteinas purificadas o recombinantes
(rK9, rK26 y rK39) (Green, 2008; Solano-Gallego et al., 2009).

Al utilizar el parasito entero como antigeno se puede obtener resultados falsos
positivos debido a reaccidn cruzada con otras especies de Leishmania, o con otros
patégenos. Esto ha sido bien descrito en regiones donde existe la presencia de
Tripanosoma cruzi, principalmente en norte, centro y sur América. La reaccién
cruzada es menos probable que ocurra cuando se utilizan péptidos recombinantes
(Green, 2008; Solano-Gallego et al., 2009)

Cuando hablamos de ELISA e IFl, es oportuno asegurarse que el laboratorio realiza
titulaciones “end point” (punto de corte) es decir, hasta la ultima dilucién positiva y
no simplemente hasta un predeterminado valor de positividad. Debido que no
siempre hay una correlacién directa entre la gravedad de los signos clinicos y el
titulo de anticuerpos (sobre todo para valores medios-bajos), los titulos de
anticuerpos permiten diferenciar a los perros infectados pero no enfermos, que
tienden a tener titulos bajos, de los perros infectados y enfermos, que tienden a
tener un titulo de anticuerpos alto. La definicién de titulo “bajo” o “alto” va siempre
relacionada con la zona de corte de cada laboratorio para su positividad (Ferrer et
al, a).
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La mayor parte de laboratorios considera negativos a perros con titulos IFI inferiores
a 1:40, positivos aquellos con titulos iguales o superiores a 1:80 y dudosos los titulos
entre 1:40 y 1:80. Algunos laboratorios usan otras zonas de corte, con o que es
oportuno (sobre todo en los casos donde se quiera verificar un aumento o una
disminucién del titulo) hacer siempre referencia al mismo laboratorio. En cada caso,
visto el alto coeficiente de variacién intra-test que caracterizan a todas estas pruebas
serolégicas, es oportuno considerar como “alto” sdlo los titulos que superan al
menos en 4 veces el valor que tiene el laboratorio de referencia como zona de corte
(por ejemplo, si el laboratorio considera “positivo” un titulo igual o superior a 1:80 se
considera “alto” un titulo superior a 1:640) (Ferrer et al., a).

La presencia de un positivo, en cualquiera de estas pruebas, no indica la presencia
de infeccién activa. No hay que olvidar que puede tratarse de un residuo de una
antigua infeccion, ya controlada por el sistema inmunitario. Sin embargo, esta claro
que cuando los titulos son altos, las posibilidades de falsos positivos disminuyen,
pero siempre dependiendo de los limites establecidos para cada técnica (Ferrer et
al, a).

Western Blottin

La técnica del Western Blotting también es llamada Inmunoblotting, debido a que se
utilizan anticuerpos para detectar el antigeno o los antigenos especificos de interés.
Es una técnica analitica que detecta proteinas especificas en una muestra
determinada. Por lo tanto ella es capaz de detectar que proteina del parasito tiene
mayor poder antigénico (Técnica Westem...).

El primer paso del Westen Blotting es la separacion de las macromoléculas
(cadenas peptidicas) mediante geles de electroforesis; después de la misma, las
macromoléculas ya separadas en funcién de su diferente peso molecular se
transfieren a una segunda matriz, generaimente una membrana de nitrocelulosa.
Este proceso es necesario ya que todas estas macromoléculas estan embebidas
dentro de la matriz que forma el gel, lo que imposibilita realizar su deteccion,
mientras que en la membrana, se encuentran accesibles al estar adheridas sobre la
superficie de la misma (Técnica Western...).

Esta transferencia, se basa en la movilidad electroforética de las proteinas para
transferirlas desde el gel hasta la membrana, e implica poner en contacto directo el
gel de poliacrilamida conteniendo las proteinas con la membrana de nitrocelulosa y
al aplicar el campo eléctrico, las proteinas migran fuera del gel hacia la superficie de
la membrana donde quedan fuertemente adheridas, por lo que la membrana
resultante es una copia exacta del patrén de proteinas que se tenia en el gel de
poliacrilamida (Técnica Westem...).

Posteriormente, se bloquea los sitios de unién de la membrana sin reaccionar con el
antigeno para evitar la unién. En la actualidad se utilizan una amplia variedad de
tampones de bloqueo, desde la simple leche o suero hasta proteinas altamente
purificadas. Estos tampones de bloqueo, lo que hacen es incrementar la sensibilidad
del ensayo reduciendo la interferencia por el ruido de fondo (background) (Técnica
Western...).

34



En el siguiente paso, se agrega el anticuerpo especifico marcado con una enzima, el
cual se unird a dicha proteina transferida y finalmente, se afiade un sustrato
apropiado para dicha enzima con lo que se produce un producto detectable como,
por ejemplo, un precipitado cromogénico o fluorogénico en la membrana (Técnica
Westem...).

La especificidad de la unién antigeno — anticuerpo permite la deteccién de una Unica
proteina dentro de una mezcla compleja de otras proteinas, la cual puede ser
detectada tanto por métodos directos como indirectos (Técnica Westem...).

En el método directo de deteccién, el anticuerpo primario que se utiliza para detectar
el antigeno sobre la superficie de la membrana, debe ir marcado con una enzima o
sonda fluorescente (Técnica Westem...).

En el método indirecto, se afiade primero un anticuerpo primario sin marcar contra el
antigeno de la superficie de la membrana; posteriormente se afiade un anticuerpo
secundario marcado contra el anticuerpo primario (Técnica Wester...).

Esta técnica de diagndstico es utilizada en esta enfermedad con el objetivo de
investigacién, no asi como técnica diagnéstica de rutina, por requerir mayor tiempo
de procesamiento, en comparacién con otras ya mencionadas anteriormente.

Prueba de inmunocromatografia indirecta (Test rapidos)

La prueba de inmunocromatografia indirecta es de muy facil realizacién y se puede
llevar a cabo en la propia clinica veterinaria 0 ambulatorio, con esta técnica se
determina la presencia 0 no de anticuerpos frente a Leishmania, pero es de una
eficacia diagnéstica inferior a las técnicas de ELISA e IFI (Ferrer et al., a).

Varios kits de pruebas rapidas son comercializados en diferentes paises, Speed
Leish K, Speed Duo Leish/Ehrli, Test Leish, Ingezim Leishmacrom, SensPERT
Leishmania test kit entre otros.

El kit consiste en una membrana de nitrocelulosa que tiene una almohadilla
absorbente en un extremo, una banda de anticuerpo inmovilizado anti-proteina A en
el otro, para detectar IgG (zona de control) y una banda de antigeno en el centro
(zona de prueba). Se emplea un conjugado proteina-A-oro coloidal como reactivo de
deteccién inmunocromatografica. Se coloca una pequeiia gota (20 ul) del suero a
examinar sobre la almohadilla absorbente antes de afadir dos gotas mayores (100
l) del tampén de la prueba y se deja que la mezcla emigre por la tira mediante
capilaridad (Manual de OIE, 2008).

A la membrana de nitrocelulosa se encuentra fijjado el antigeno, que puede estar
formado por promastigotes formalizados, o por antigeno recombinante como es el
rk39 (Manual de OIE, 2008).

Tras 2 a 10 minutos, se puede leer la reaccion, el resultado es positivo si aparecen
dos lineas rojas definidas (una en la zona de la prueba y otra en la zona del control),
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es negativo cuando no aparece la linea roja en la zona de la prueba, y se considera
invalido si no aparece ninguna linea en la zona del control (Manual de OIE, 2008).

Antiguamente el antigeno utilizado estaba formado por promastigotes obtenidos en
cultivos de Leishmania infantum, pero en los uitimos tiempos ha sido sustituido por el
antigeno recombinante rK39 para dotar de una mayor especificidad a la prueba
(Manual de OIE, 2008).

En el caso de resultado positivo, el limite lo tiene en que es una técnica cualitativa y
no cuantitativa, por tanto no permite valorar el titulo de anticuerpos, que es
interesante para identificar los perros con diseminacion del parasito y la
monitorizacion del paciente. Siempre que sea positivo se recomienda realizar una
prueba cuantitativa de anticuerpos para seguir adecuadamente la respuesta al
tratamiento (Ferrer et al., a).

La especificidad es media-alta pero la sensibilidad es baja (30-70%) y por tanto nos
puede dar resultados falsos negativos. En estos casos, si persiste una fuerte
sospecha diagnéstica, se recomienda utilizar alguna de las otras técnicas (Ferrer et
al, a).

Identificacién del organismo por microscopia

Uno de los métodos para alcanzar el diagnéstico definitivo se basa generalmente en
la identificacion citolégica o histolégica de los amastigotes (libres o contenidos en
macroéfagos) en frotis con tincion de rutina (Green, 2008).

La especificidad de estos métodos alcanza casi el 100%; sin embargo, segun el
tiempo que se destine a la blisqueda de parésitos y la experiencia del operador, su
sensibilidad maxima es de aproximadamente 80% en perros con signos clinicos de
enfermedad y menor en aquellos seropositivos asintométicos (Green, 2008).

Estudio Citolégico

Es un procedimiento sencillo y util, consistiendo en la observacién al microscépico
del frotis tras la puncidn-aspiracién con aguja fina, para comprobar la existencia de
amastigotes (Garcia Almagro, 2004).

Las muestras pueden ser tomadas del bazo uno de los érganos de mayor
sensibilidad para el diagnéstico, con el inconveniente de ser un 6rgano no muy
practico de puncionar. En regiones endémicas es poco Util para ser utilizados en
una poblacién grande de animales. Por ello es preferible utilizar los nédulos linfaticos
como primera opcién, seguido de la médula 6sea o viceversa (Green, 2008; Solano-
Gallego et al., 2009). ‘

Los nédulos a ser puncionados involucran cualquiera de los superficiales, teniendo
en cuenta que la propia enfermedad se presenta con linfadenomegalia. Ahora si la
puncion es realizada en un animal sin linfadenomegalia, el nédulo mas utilizado para
la puncién es el popliteo (Green, 2008; Solano-Gallego et al., 2009).

Las muestras de médula 6sea pueden ser extraidas desde costilla, esternén, fémur y
cresta iliaca (Green, 2008; Solano-Gallego et al., 2009).
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Una vez obtenida la muestra mediante la puncién de los 6rganos mencionados
anteriormente se confecciona un extendido, para con posterioridad ser tefido
mediante la técnica rapida de Diff- Quik o la tincién con MayGrinwald-Giemsa, las
cuales permiten ver los amastigotes, como cuerpos redondeados u ovales, de color
azul claro, con un nucleo y un cinetoplasto puntiforme, ambos de color purpura, en el
interior de su citoplasma (Garcia Almagro, 2004).

La busqueda de amastigotes por citologia puede ser infructuosa debido al bajo o
moderado numero detectable de parasitos presentes incluso en perros con la
enfermedad clinica completa (Solano-Gallego et al., 2009).

Este método de diagndstico que nos puede confirmar la existencia de la
enfermedad, presenta las ventajas de ser rapido, poco oneroso y no es necesario un
equipamiento muy sofisticado por lo cual puede ser realizado directamente en el
consultorio veterinario. Su desventaja radica principaimente en tener un técnico
idéneo adiestrado en la visualizacion del parasito.

Estudio Histopatolégico

La histopatologia es un método unicamente utilizable en los pacientes que
manifiesten lesiones dermatolégicas compatibles con la entidad, o de muestras
extraida post mortem, a partir de nédulos linfaticos, bazo u otros érganos afectados
(Green, 2008; Solano-Gallego et al., 2009).

Luego de procesar las muestras, los amastigotes de Leishmania deben verse en el
interior de los macréfagos y/o en el espacio extracelular para confirmar la presencia
de la enfermedad, mas alla de encontrar alteraciones inespecificas en los tejidos que
pueden o no ser compatibles con la Leishmaniosis (Green, 2008; Solano-Gallego et
al., 2009).

Reaccidn en cadena de | limerasa o PCR

La PCR es uno de los métodos de mayor sensibilidad (92-98%) y especificidad
(100%) para la deteccion de Leishmaniosis en perros (Green, 2008; Solano-Gallego
et al., 2009).

La prueba puede realizarse a partir de muestreo de tejidos, sangre y fluidos
biolégicos. Las obtenidas de médula ésea, nédulos linfaticos, bazo o piel dan mas
sensibilidad y especificidad para el diagnéstico en comparacioén con las extraidas de
sangre entera, semen y orina (Solano-Gallego et al., 2009).

PCR de aspirado de nédulos linfaticos y médula 6sea ha demostrado ser mas
sensible que la deteccién microscopica de amastigotes en frotis teflidos (Solano-
Gallego et al., 2009).

Es importante destacar que la informacién proporcionada por PCR no deberia ser
separada de los datos obtenidos de la clinica-patolégica y de la evaluacién
serolégica (Solano-Gallego et al., 2009).

La interpretacion de resultados de PCR debe tomarse con mucha cautela en perros
asintomaticos. Por ejemplo, con el propésito de identificar perros infectados e
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impedir la importacién a zonas no endémicas, donde la infeccién puede propagarse
a través de fleb6tomos vectores, o impedir la transmisién vertical (Solano-Gallego et
al., 2009).

No es una técnica utilizada de rutina en perros en zonas endémicas, por el
equipamiento necesario para la realizacion del mismo y su alto costo. Si es la
técnica mas fiable para utilizar con fines de investigacion.

Se la utiliza de rutina en humanos en regiones endémicas con propésitos de
diagnéstico, estudios epidemiolégicos y en el control de donantes de sangre (Green,
2008).

En la actualidad para el diagndstico y evolucién de posibles tratamientos existen dos
técnicas disponibles, el PCR convencional y en tiempo real (Solano-Gallego et al.,
2009).

PCR convencional

El PCR convencional nos permite detectar elemento genémicos (ADN o ARN) de un
patégeno especifico. El escaso nimero de copias de material genético de ciertos
patdégenos, ha llevado al desarrolio de métodos de amplificaciéon de acidos nucleicos,
para aumentar la sensibilidad de los mismos.

El PCR es uno de los métodos que ha revolucionado la tecnologia moderna y es
utilizado tanto para estudios de enfermedades infecciosas como genéticas.

La técnica de PCR se basa en la amplificacion in vitro de ADN. Brevemente la
misma consiste en determinar una regién del ADN a amplificar, por medio de
secuencias (primers o cebadores) especificas que reconocen la regién. Mediante
ciclos consecutivos a diferentes tem?eraturas, el ADN es amplificado por la enzima
polimeraza, obteniéndose mas de 10’ copias.

Primeramente el ADN de doble cadena, es desnaturalizado a 94 °C, separando las
cadenas, las secuencias seleccionadas especificas, que van a determinar la region a
amplificar (primers), se hibridizan (adhieren) a la cadena complementaria del ADN a
60 °C y son extendidas a 72 °C por una enzima polimeraza termofilica, produciendo
una copia de cada cadena. De esta manera, de dos cadenas de ADN separada se
obtienen cuatro. Estos pasos se repiten 30 veces o ciclos utilizando un aparato,
termociclador, que realiza los cambios de temperatura rapidamente. Por lo tanto,
luego de los 30 ciclos, el PCR produce teéricamente 2,3 x 10'! amplificaciones.

La extraccion del ADN del amastigote es a partir del cinetoplasto, y las fracciones de
la cadena a amplificarse dependeran de cada kit de PCR para Leishmania especifica
(Solano-Gallego et al., 2009).

El resultado de la multiplicacién del material genético obtenido a partir del PCR
debe ser visualizado por corrida electroforética, previa tincién con Bromuro de etidio.
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PCR en tiempo real

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa en tiempo real, también conocida como
Real Time PCR (RT-PCR) muestra la capacidad de monitorear el progreso de la
reaccion de PCR a medida que esta ocurre. Los datos son colectados a lo largo del
proceso de PCR y no al final como se realiza en el PCR convencional (Rodriguez et
al., 2006).

La tecnologia del RT-PCR esta basada en la deteccion de una seial fluorescente
producida proporcionalmente durante la amplificacion del ADN blanco. Esta técnica
combina los pasos de amplificacion de ADN y la detecciéon en un Unico ensayo y
evita tener que preparar geles de electroforesis para detectar los productos
amplificados (Rodriguez et al., 2006).

Ella permite la deteccién y cuantificacién de cargas muy pequefias de secuencias
especificas de Acidos nucleicos en tejidos de perros infectados. Durante la
amplificacién, la velocidad en que se llega a un nivel determinado de fluorescencia
(umbral) se correlaciona con la cantidad de ADN que tenemos al inicio. Por lo tanto
cuanto mas alto es el nimero de copias iniciales de los acidos nucleicos a
amplificar, mas pronto se observa un aumento significativo en la fluorescencia
(Rodriguez et al., 2006).

Si bien por intermedio de esta técnica se puede obtener el diagndstico de la
enfermedad, su principal importancia radica en ser la Unica utilizada para el
seguimiento de una posible respuesta terapéutica durante el tratamiento de
Leishmaniasis (Solano-Gallego et al., 2009).

Francino, et al. (2006) en un estudio utilizando PCR en tiempo real para diagnéstico
y momtoreo de Leishmaniosis canina, observaron que la parasitemia oscilaba entre
1y 107 parasitos/ml, sin embargo en la gran mayorla de los casos sintomaticos
presentaba una carga parasitaria superior a 10° parasitos/mi y aquellos
asintomaticos su carga fue mayor de 100 parasitos/ml.

Diagnéstico diferencial

Dentro de las enfermedades a tener en cuenta en el diagnéstico diferencial debemos
incluir al Pénfigo foliaceo, Lupus eritematoso sistémico o discoide, Dermatosis
sensible al zinc, Eritema migratorio necrolitico, Adenitis sebacea y Linfoma cutaneo
(Scott, 2002).

Es importante destacar que algunos pacientes pueden presentar un cuadro clinico
dermatolégico que es tipico de Leishmaniosis canina pero también de otras
enfermedades (Ferrer f).

Por ejemplo, un cuadro de dermatosis exfoliativa-costrosa que implica la regién
facial (periocular y pabellones auriculares), las extremidades y puntos de presion,
puede ser producida por la dermatosis sensible al zinc. Si bien hay que considerar
que esta ultima suele presentarse en razas nérdicas como Malamute de Alaska y
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Siberian Husky, y no suelen presentarse con otros signos clinicos asociados (Ferrer

f).

Un cuadro de dermatosis erosiva-ulcerativa de la trufa se puede deber a lupus
eritematoso sistémico o discoide. Estas Gltimas son enfermedades de etiologia
autoinmune. Se suele detectar hiperproteinemia en estas enfermedades, con
aumento de las beta y gamma globulinas aunque en la Leishmaniosis son mas
intensos. Igualmente la Leishmaniosis se puede diferenciar de estas ultimas con la
realizacién del estudio histopatolégico de las lesiones, al visualizar los amastigotes
de Leishmania en las mismas (Ferrer f).

En el caso de dermatosis exfoliativa con hipotricosis, esta puede deberse a adenitis
sebacea granulomatosa idiopatica. Esta Ultima suele presentarse en Caniche
Gigante, Akita, Samoyedo y Pastores Belgas. Se observa alopecia, descamacion,
piel gruesa, material queratosebaceo amarillento y cilindros foliculares. Si bien la
histopatologia es similar, ya que en ambas se puede presentar adenitis sebacea
granulomatosa, en la Leishmaniosis se busca la presencia de los amastigotes
(Ferrer f).

Tratamiento

El tratamiento contra Leishmania no logra la eliminacién del parasito, ni interrumpe el
ciclo de transmisién o las recaidas clinicas de la enfermedad. Solamente ofrece
mejoria clinica temporaimente, por lo que los perros tratados se convierten en una
fuente de infeccion para el vector (Baneth, 2007).

Las drogas utilizadas para el tratamiento al dia de hoy incluyen una variada gama de
farmacos donde se incluyen, los Antimoniales pentavalentes, Miltefosine,
Aminosidine, Pentamidine, Allopurinol, Anfotericina B, entre otros.

Antimoniato de meglumina, Aminosidine y Miltefosine son al dia de hoy las Unicas
drogas licenciadas en Europa especificamente para el tratamiento de Leishmania.

Antimoniales Pentavalentes

Los Antimoniales pentavalentes (Sb*®) son considerados los farmacos de eleccion
para el tratamlento de la Leishmaniosis. Se han utilizado en perros dos agentes que
contienen Sb*®, el Antimoniato de meglumina (Glucantime; Merial, Lyon, Francia) y el
Estlbogluoonato de sodio (Pentostam; Welcome Fundation Ltd, Reino Unido)
(Green, 2008).

Ellos son farmacos parasiticidas que actian inhibiendo en forma selectiva las
enzimas necesarias para la oxidacion glucolitica y de los acidos grasos
indispensables en el metabolismo del protozoario (Green, 2008; Plumb, 2010).

Ambos farmacos son excretados con rapidez en la orina y s6lo una pequeia parte
se reduce al Sb** téxico que puede acumularse en el cuerpo. Sin embargo, las
dosificaciones normales rara vez ocasionan signos de toxicidad, a menos que la
administracién dure mas de dos meses o se utilice en pacientes con insuficiencia
hepatica, cardiaca o renal. La insuficiencia renal puede aumentar su vida media y la
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toxicidad por lo tanto puede aumentar en los perros con reducida velocidad de
filtracién glomerular (Solano-Gallego et. al., 2009; Plumb, 2010).

Los antimoniales pueden inyectase por via intramuscular (IM), intravenosa (IV), o
subcutanea (SC). Las inyecciones IM en el muslo han provocado claudicacion grave
como resultado de la fibrosis muscular. Las posibles complicaciones locales de la
administracion SC son menos graves pero incluyen la inflamacién local; las
inyecciones IV pueden causar tromboflebitis y por lo tanto trombosis (Green, 2008).

El Glucantime se administra a la dosis de 100 mg/kg por via IV 0 SC a un intervalo
de cada 24 horas, o SC divididos en dos dosis diarias con una duracién total del
tratamiento de 3 a 4 semanas (Green, 2008; Plumb, 2010).

El Estibogluconato de sodio (Pentostam) se administra a la dosis de 30 — 40 mg/kg
por via IV o SC a un intervalo de cada 24 horas, con una duracién total del
tratamiento de 3 a 4 semanas (Green, 2008; Plumb, 2010).

Ambos pueden ocasionar efectos secundarios serios, el Antimoniato de meglumina
pareciera ocasionar efectos secundarios mas leves. Entre los efectos secundarios
mas frecuentes se observan reacciones en el sitio de inyeccion, letargo y efectos
gastrointestinales como inapetencia y vémitos. Se ha descrito un aumento transitorio
de las enzimas hepaticas (Plumb, 2010).

Ellas son las drogas de eleccién para el tratamiento tanto en personas como en
perros. Dada la posible presentacién de resistencia a estas drogas por parte del
parasito, cada pais tiene su propia legislacion para la utilizacién en los animales.

Miltefosina

Desde el aiio 1940 se emplean los Antimoniales pentavalentes para el tratamiento
de las diversas formas clinicas de Leishmaniasis, pero desde hace anos se vienen
reportando fallas terapéuticas en algunas regiones endémicas, razén por la cual se
han hecho ajustes en las dosis diarias y el tiempo de administracién, con lo que se
ha logrado mantener su eficacia, pero con el inconveniente del incremento de la
frecuencia y severidad de los efectos secundarios. Esto junto a los reportes de
resistencia han forzado la busqueda de un medicamento que pueda remplazarlos en
el tratamiento de la Leishmaniasis (Soto et al., 2006).

Croft et al (1987), encontrd6 a principios de los 80" un nuevo compuesto, la
Miltefosina (hexadecilfosfocolina), un analogo de la fosfatidil-colina, compuesto de
ésteres con varios grupos alquilo de cadena larga saturados e insaturados, que se
mostré similar a compuestos metabolizados por Leishmania.

Fue originaimente desarrollada como un agente antineoplasico, pero las similitudes
en el metabolismo ester-fosfolipidico de la Leishmania con las células cancerosas
hizo que se iniciaran los estudios in vitro e in vivo para demostrar la actividad de
Miltefosina contra estos parasitos. Se vio que eliminaba rapida y eficazmente de los
cultivos a los promastigotes de Leishmania, y paso a constituir una nueva
herramienta para el tratamiento clinico y parasitolégico de los enfermos de
Leishmaniosis (Soto et al., 2006; Pérez Tort et al., 2009).
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Este nuevo compuesto posee una potente actividad leishmanicida, siendo una
molécula lipofilica e hidrofébica, y por ello es capaz de penetrar membranas
celulares e interferir en el metabolismo ester-fosfolipidos e inducir apoptosis del
parasito (Soto et al., 2006; Pérez Tort et al., 2009).

Recientemente se demostrd in vitro una diferencia en la susceptibilidad a Miltefosina
entre amastigotes de L. donovani y L. braziliensis del orden de 3 a 20 veces, lo que
evidencia una notable diferencia en la sensibilidad intrinseca de las especies de
Leishmania (Soto et al., 2006).

En lo que respecta a su farmacocinética tiene una rapida y completa absorcion en el
tubo digestivo después de su administracién oral, con una biodisponibilidad del 94%
y con una concentracion maxima entre 4 y 48 hs, alcanzando concentraciones
eficaces con rapidez y llegando a los tejidos profundos donde se ocultan los
amastigotes de Leishmania (Pérez Tort et al., 2009).

Su dosificacion es a razén de 2 mg/kg de peso corporal via oral una vez al dia
durante 28 dias (Plumb, 2010).

Hay que tener en cuenta que dosis elevadas inducen efectos adversos
gastrointestinales, aunque éstos son leves y autolimitantes, tales como nauseas,
vémitos, diarrea y pérdida de peso 5-7 dias después de iniciado el tratamiento, por lo
que debe ser administrado mezclado con la comida y no directamente en la boca. No
se mencionan efectos nocivos en sistema nervioso, respiratorio, ni alteraciones en
los parametros hematolégicos y bioquimicos, particularmente renales y hepaticos, a
dosis recomendadas. Por este motivo puede ser utilizada en perros con distinto
grado de falla renal, y lo que es mas no requiere ajuste posolégico cuando la funcién
renal esta disminuida (Pérez Tort et al., 2009).

Otra de las ventajas para el propietario es su facilidad de uso, al ser su
administraciéon en forma oral una vez al dia sin inyecciones dolorosas para el animal.

Debido a su toxicidad reproductiva no debe usarse en perras gestantes ni lactantes
ya que durante el desarrollo embriologico temprano y durante la fase de
organogénesis tiene riesgo de embriotoxicidad, fetotoxicidad, teratogenicidad y
abortos (Pérez Tort et al., 2009).

La limitante en nuestro pais para el uso de esta droga es su alto costo y la falta de
disponibilidad de dicho farmaco, empleado como alternativa terapéutica en la
Leishmaniasis.

Allopurinol

Este es un compuesto de hipoxantina, que Leishmania spp metaboliza para producir
un analogo de inosina. El andlogo luego se incorpora en el ARN del parasito y
provoca una traduccion proteica errénea que inhibe su multiplicacion, por lo cual
tiene efecto leshmaniostatico (Green, 2008).
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Se administra a una dosis de 20 mg/kg por via oral a un intervalo de cada 12 - 24
horas, la recuperacion clinica con frecuencia se obtiene dentro de las 4 semanas.
Sin embargo, las recaidas ocurren consistentemente cuando se interrumpe el
tratamiento; incluso luego de una administracion perfecta del farmaco durante 6
meses, la recuperacién completa es muy rara, por 10 que debe administrarse en
forma indefinida.

Su uso puede producir hiperxantinuria, llegando a causar urolitiasis. Siendo este el
efecto secundario que se presenta luego de la administracion prolongada del
farmaco (Plumb, 2010).

Este farmaco es mas econdémico que los Antimoniales pentavalentes y se encuentra
disponible con facilidad.

Farmacos adicionales

Entre los farmacos adicionales descriptos para el tratamiento de la Leishmaniosis se
encuentran la Anfotericina B, la Pentamidina y la Aminosidina, aunque ellos no son
empleados como primera opcién terapéutica.

2.6.4.1. Anfotericina B (AMB)

Es un polieno macrélido derivado del Streptomyces nodosus usado principalmente
como farmaco antifiingico, que también presenta accion frente a algunos
protozoarios (Garcia Almagro, 2004; Plumb, 2010).

Funciona ligandose al ergosterol y alterando asi la permeabilidad de la membrana
celular (Plumb, 2010).

Esta droga tiene serias desventajas, tal como la ruta de administracion IV y un
profundo efecto téxico sobre los rifiones, ya que causa vasoconstriccion renal y una
reduccién de la tasa de filtracién glomerular y tal vez también actie directamente
sobre las células epiteliales del mismo, requiriéndose por tanto sesiones de
fluidoterapia pre y post aplicaciéon (Green, 2008; Solano-Gallego et al., 2009; Pérez
Tort, 2009).

Su alta toxicidad ha sido disminuida por el desarrolio de formulaciones liposomiales.
Esta formulacion resulté eficaz en el tratamiento de personas, por lo cual ha
remplazado los Antimoniales pentavalentes en Italia y otros paises europeos (Garcia
Almagro, 2004).

Sin embargo, un estudio sobre su uso en perros no logré6 demostrar mejorias clinicas
a largo plazo y eliminacién de la infeccién en los pacientes tratados (Green, 2008).

Pentamidina
La Pentamidina es una diamidina aromatica utilizada para neumocistosis

(Pneumocystis carinii), babesiosis y tripanosomiasis (T. gambiense y T. rhodesiense)
que posee también actividad antileishmania (Garcia Almagro, 2004; Green, 2008).
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Se ha utilizado sobre todo en el Nuevo Mundo, a dosis de 2-3 mg/kg en dias
alternos, de 4 a 7 inyecciones de tratamiento total. Se inyecta de forma IM en perros
y puede causar una irritacion grave en el sitio de la inyeccién (Garcia Alimagro, 2004;
Green, 2008).

Entre los efectos secundarios puede causar dolor en el lugar de la inyeccion,
mialgias, hipotension, taquicardia, nauseas y vomitos. La falta de estudios
controlados y comparativos mantienen a este medicamento como una opcién
secundaria (Garcia Almagro, 2004; Green, 2008).

Aminosidina

El sulfato de Aminosidina es un antibiético aminoglucésido, que resulta téxico en las
dosis efectivas contra Leishmania (Green, 2008).

Tiene efectos secundarios graves como nefro y ototoxicida, por lo que su uso como
terapia de primera linea no es recomendado (Solano-Gallego et al., 2009).

Aparte de los medicamentos antes mencionados otros varios medicamentos
candidatos contra Leishmaniosis han sido estudiados in vitro o en animales de
laboratorio, pero rara vez en ensayos clinicos controlados. Entre estos se incluyen,
Ketoconazol, Metronidazol, Espiramicina y Marbofloxacina (Green, 2008).

Protocolos terapéuti

Se han alcanzado mejores resultados terapéuticos en el tratamiento de la
Leishmaniosis al utilizar combinacion de drogas leishmanicidas (Antimoniales
pentavalentes o Miltefosina) con leishmaniostaticas (Allopurinol), en contraste con la
utilizacién de protocolos monodroga.

El protocolo de tratamiento que combina Antimoniato de meglumina junto con
Allopurinol, consiste en la administraciéon de las drogas por 30 dias, continuando
luego con el Allopurinol en forma ininterrumpida, para sustentar la remision clinica
(Green, 2008; Solano-Gallego et al., 2009).

Otro protocolo de tratamiento alternativo consiste en el uso de Miltefosina
combinado con Allopurinol durante 28 dias, seguido de Allopurinol solo, durante
varios meses, como terapia de mantenimiento (Solano-Gallego et al., 2009; Pérez
Tort et al., 2009). Esta combinacién se ha sugerido recientemente como una
alternativa a la combinacién de Antimoniato de meglumina con Allopurinol, en
pacientes comprometidos en su funcién renal (Pérez Tort et al., 2009).

Sequimiento del paciente

El seguimiento del tratamiento y su retirada estan ain poco definidos porque no hay
suficientes evidencias cientificas para tomar decisiones claras. Por tanto, es una
decisioén clinica tomada por el veterinario que sera diferente en funcién de cada caso
(Ferrer et al., b).

Se sugiere suspender el tratamiento de mantenimiento cuando los signos clinicos
han desaparecido, el andlisis de sangre esta dentro de lo valores normales, el



proteinograma es normal y si es posible dos examenes PCR de médula 6sea,
separados por seis meses den resultado negativo (Solano Gallego et al., 2009).

Se ha utilizado la reduccién en los titulos de anticuerpos como forma de controlar el
progreso del tratamiento; sin embargo, éstos pueden bajar por una disminucién de la
carga parasitaria pero no necesariamente implica una eliminacién total de los
parasitos. Por lo tanto, los resultados en general no son compatibles con la cura
parasitaria, y con frecuencia ocurren recaidas a pesar de la reduccién inicial en los
titulos de anticuerpos (Green, 2008).

Si no hay enfermedad renal, hepatica, dermatolégica u ocular grave, se recomienda
que el seguimiento se realice al mes de inicio del tratamiento y a partir de alli, cada 6
meses los primeros anos. Si existe alguna de estas enfermedades hay que realizar
los seguimientos recomendados en cada una de estas situaciones clinicas, no en
funcién de lo recomendado en la Leishmaniosis (Ferrer et al., b).

En muchos perros se puede detener el tratamiento después de 12-18 meses.
Aunque la decisién de continuar, parar o reiniciar variara segun cada caso (Ferrer et
al, b).

Cuando los perros no estan sometidos a un tratamiento de mantenimiento, el
seguimiento del proteinograma con el incremento de las globulinas gamma pude ser
el primer signo de recaida (Ferrer et al., b).

Pronéstico

El tratamiento médico con agentes antileishmaniaticos y especialmente con la
combinacién de Antimoniato de meglumina/Allopurinol solo conduce a la curacién
clinica, sin embargo algunos perros que inicialmente respondieron a la terapia
pueden experimentar una recaida clinica tras suspender el tratamiento 0 durante el
mismo, lo que sugiere que la infeccién no fue eliminada. Ningun farmaco ha logrado
la cura parasitolégica ni efectividad profilactica frente a la infeccion en perros
tratados, incluso aquellos con un régimen prolongado de Allopurinol siguen
albergando el parasito y son infecciosos para el fleb6tomo, aunque en menor medida
(Ikeda Garcia et al. 2007; Manna et al., 2008; Ribeiro et al., 2008; Green, 2008).

El pronéstico de la Leishmaniosis canina depende de la gravedad de las lesiones en
los distintos 6rganos al momento del diagnéstico, asi como de la respuesta individual
y la velocidad del deterioro. En los pacientes que no han alcanzado un estado de
falla renal progresiva, el tratamiento por lo general mejora significativamente los
signos viscerales y dérmicos de la enfermedad (Green, 2008).

Debemos recordar que la Leishmaniosis por si misma no provoca la muerte de los
animales que afecta, si la falla renal provocada por los inmunocomplejos que genera
la parasitosis.

Control y prevencién

Las medidas utilizadas para el control y prevencién de la Leishmaniasis incluyen
aquellas destinadas a evitar la picadura del agente vector, a la eliminacién tanto del
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flebétomo como del reservorio y las que apuntan a disminuir la poblacién de perros
susceptibles mediante la vacunacion.

Dentro de las medidas preventivas para evitar la picadura del fleb6tomo se incluyen:

1. Mantener los perros en el interior de las casas tanto como sea posible entre una
hora antes del atardecer y una hora después del amanecer, durante la estaciéon de
fleb6tomos, ya que coincide con el periodo de mayor actividad del vector (Green,
2008).

2. Recurrir a la instalacion de mallas mosquiteras para mantener los insectos
alejados de los criaderos (Green, 2008).

3. El empleo de insecticidas tépicos a ser utilizados en perros con actividad
demostrada frente al fleb6tomo, incluyen la utilizacién de collares, pipetas (spot-on),
aerosoles y soluciones. Este método de proteccién es de utilidad en las areas de
endemia durante las estaciones de transmisién o para aquellos animales que viajan
a tales regiones (Green, 2008).

Los collares impregnados con Deltametrina liberan gradualmente el insecticida, el
cual se distribuye en el tejido adiposo subcutaneo del animal dentro de 1 a 2
semanas de su aplicacién, y en condiciones éptimas el efecto repelente puede durar
hasta 6 meses (Solano-Gallego et al., 2009).

Formulaciones en spot-on y spray también ofrecen un alto nivel de proteccion,
aunque de una duracibn mas corta, 3 y 2 semanas respectivamente. Estas
formulaciones tépicas necesitan algunos dias para que el insecticida pueda
extenderse por toda la capa cornea, en contraste las formulaciones en polvo logran
un efecto inmediato pero tienen una menor duracién (Solano-Gallego et al., 2009).

La aplicacion tépica de Permetrinas ofrece buena acciéon repelente y efecto
insecticida que dura varias semanas. La accion sinérgica del Imidacloprid, un
insecticida nicotinoide, mejora las propiedades de los piretroides como la
Permetrina, de esta manera, un fuerte efecto repelente que dura 3 — 4 semanas se
ha logrado (Solano-Gallego et al., 2009).

Una buena educaciéh del veterinario al propietario de los perros sobre el uso de los
productos, como aplicarlos y la frecuencia de aplicacion, es también crucial para la
prevencion de la enfermedad (Solano-Gallego et al., 2009).

Las medidas preventivas que se deben utilizar en perros que viajan de zonas no
endémicas a zonas endémicas, deben ser las mismas que las descritas para los
perros sanos y enfermos que viven en zonas endémicas. Se recomienda que los
collares se coloquen 2 semanas antes del viaje y cambiarlos cada 5 meses.
Alternativamente piretroides en spot-on o spray deberian ser aplicados 2 dias antes
del viaje y repetir la aplicacién cada 2 a 3 semanas, dependiendo del tipo de
producto utilizado (Solano-Gallego et al., 2009).

Las medidas destinadas para disminuir la poblaciéon del fliebétomo incluyen, reducir
el microambiente favorable para su sobrevivencia, ya sea en la vecindad de los
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hogares o en los criaderos y el uso de insecticidas (Deltametrina al 10%) para la
fumigacion ambiental.

La fumigacion contra los flebétomos vectores y la erradicacion de sus supuestos
focos de cria presentan una eficacia limitada contra la propagacién de la enfermedad
(Green, 2008).

En algunos paises se apunta a la eliminacion del reservorio, por medio del sacrificio
de los perros sintomaticos y seropositivos. Esto por supuesto es inaceptable por
parte de sus duefios; de todos modos, este procedimiento también es ineficaz, ya
que tal vez los canidos salvajes, asi como una poblacién de perros vagabundos u
otros animales posibles reservorios, pueden ser fuentes de transmision de los
parasitos (Green, 2008; Solano-Gallego et al., 2009).

Vacunas disponibles para Leishmaniosis

A pesar de las mejoras en los regimenes terapéuticos que estan disponibles, es
probable que la disminucién o eliminacién de la Leishmaniosis canina sélo pueda ser
lograda a través de la vacunacién generalizada (Duthie et al., 2012).

El uso de una vacuna canina para la prevencién podria proporcionar una reduccion a
largo plazo, de este potencial reservorio estrechamente relacionado con la infeccién
humana, interrumpiendo la transmisién del parasito de Leishmania al humano
pudiendo eliminar la necesidad de la eutanasia en aquellos paises donde su
legislacién lo indica (Duthie et al., 2012).

En lo que respecta a la evoluciéon de las vacunas contra esta enfermedad, debemos
referirnos a dos generaciones de vacunas a lo largo del tiempo.

Primera generacion de vacunas

La vacunacién con parasitos virulentos, denominada Leishmanizacién se practicaba
desde los tiempos antiguos hasta hace poco, en muchas zonas endémicas. La
inoculacién de parasitos de Leishmania vivos dentro de la piel de nifios induce leve
infeccion e inmunidad posterior. Esta practica ha sido abandonada por ser insegura
(Duthie et al., 2012).

Ensayos que involucran vacunas con parasitos enteros muertos se llevaron a cabo
entre 1970 y 1980. Ensayos recientes se llevaron a cabo con vacunas inactivadas de
parasitos enteros en varios paises, pero ninguna de ellas demostré proteccién
(Duthie et al., 2012).

Avances hacia una definitiva sequnda generacién de vacunas

Luego de décadas de intentos de producir una segura y efectiva vacuna contra
Leishmania, con un éxito muy limitado, varias vacunas caninas se encuentran bajo
evaluacién experimental con resultados prometedores (Solano-Gallego et al., 2009).

Las vacunas de segunda generacién con productos refinados, tales como proteinas
recombinantes con adyuvantes o la expresion en vectores microbianos heterélogos,
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representan una opcion mas factible para las campaiias de vacunacion masiva
(Duthie et al., 2012).

Una variedad de proteinas recombinantes ha sido investigada como candidata de
antigenos de Leishmania para la vacuna en modelos animales. La principal
representante de este grupo de antigenos vacunales, es la glicoproteina de
superficie GP63 de Leishmania enriquecida con fraccién de Leishmania donovani,
también llamada fucosa manosa ligando-vacuna (FML-vacuna), por lo que se habla
de antigeno complejo glicoproteico FML. Este complejo esta presente en todas las
Leishmanias, como donovani, infantum y chagasi (Solano-Gallego et al., 2009;
Duthie et al., 2012).

Los adyuvantes a utilizar son un paso importante a tener en cuenta durante el
desarrolio de una vacuna. Los adyuvantes son utilizados con la finalidad de
potenciar la respuesta inmune cuando son administrados junto con un antigeno, y no
deben ser téxicos ni causar efectos colaterales graves. El poder inmunogénico del
antigeno FML es potencializado por la saponina, adyuvante de inmunidad utilizado
en Leishmune. En los estudios publicados, la combinaciéon FML-saponina fue capaz
de inducir una elevada respuesta inmune sin causar efectos toxicos locales o
sistémicos graves (Santos, 1997; Santos, 2002; Palatnik de Sousa, 2004).

Leishmune no representa un riesgo de infectividad para el canino, por tratarse de
una vacuna compuesta por antigeno purificado no patogénico. Trabajos cientificos
demostraron que los perros vacunados no desarrollan la enfermedad, y no
presentan el parasito en la piel ni la sangre (Nogueira, 2005; Palatnik de Sousa,
2008).

Esta vacuna induce una respuesta Th-1, estimulando la produccién de interferén-Y y
citoquinas activadoras de macréfagos, responsables de la resistencia a la infeccion y
destrucciéon del parasito, resultando en la proteccién de los caninos. También fue
demostrado que la vacuna induce altos niveles de IgG2 (Th-1), inmunoglobulinas
que demuestran resistencia natural a la enfermedad (Mendes, 2003).

El programa de vacunacion con Leishmune debe ser iniciado a partir de los 4 meses
de edad, y consiste en la aplicacién de tres dosis con un intervalo de 21 dias. La
proteccion contra la Leishmaniosis es adquirida a los 21 dias de la tercera
aplicacion. Si el perro es picado por un mosquito contaminado durante este periodo
puede infectarse. La revacunacién anual debe ser aplicada un afio después de la
primera dosis y repetida anualmente, proporcionando el mantenimiento de la
respuesta inmune.

Durante el periodo de incubacién de la Leishmaniosis, el perro puede no presentar
manifestaciones clinicas ni serologia indicativa de infeccion. La vacunacion en este
periodo no protegera al perro, una vez que el ya este infectado. Por ello es
recomendable asegurarse previamente que el animal sea seronegativo.

La FML- vacuna ha sido evaluada en pruebas de campo en Brasil, con una buena

proteccion. Esta ha generado resultados prometedores en modelos animales
después de la entrega de numerosos regimenes de inmunizacién, por lo que fue
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licenciada y autorizada su industrializacién en ese pais, como la primera vacuna
contra Leishmania para la comercializacion en el 2004 (Solano-Gallego et al., 2009;
Duthie et al., 2012).

En los trabajos de eficacia realizados en caninos, fue demostrada una proteccién del
92-95% en los animales vacunados y con un seguimiento durante 24 y 41 meses,
respectivamente. Estos estudios fueron realizados en una regién endémica para
Leishmaniasis visceral (Sdo Gongalo do Amaranto — RN) (Silva, 2001; Borja-
Cabrera, 2002).

Una investigacién realizada en 2008, con médicos veterinarios usuarios de
Leishmune mostré que la proteccién a campo tuvo una media de 97,3%. Estos datos
fueron relevados por 89 clinicas localizadas en areas de alto desafio con un
muestreo de 8.393 perros vacunados entre agosto del 2004 y agosto del 2008,
comprobando que la vacuna es altamente eficaz a campo (Borja-Cabrera, 2008).

Otra publicacién, con 550 caninds vacunados y con un seguimiento de 2 aiios,
demostré un 99% de proteccién. En este estudio todos los caninos susceptibles
fueron sometidos a PCR de sangre y linfonédulos (Borja-Cabrera, 2008).

La ausencia de ADN de Leishmania y parasitos en animales vacunados con
Leishmune indican la condicién de no infeccién de los perros vacunados, lo que
sugiere que ya no son capaces de transmitir los parasitos al vector durante la
succién de sangre (Duthie et al., 2012).

Dicha vacuna también se ha propuesto para la terapia inmunolégica de perros
enfermos. La terapia con vacuna se evalué sola 0 en combinacién con Allopurinol o
Anfotericina B en perros infectados con resultados alentadores (Solano-Gallego et
al., 2009; Duthie et al., 2012).

Uno de los inconvenientes principales de la vacunacion es el poder diferenciar la
infeccion natural de aquellos vacunados, por intermedio de test seroldgicos,
existiendo resistencia por parte de algunos veterinarios en Brasil al uso de la misma,
donde los perros seropositivos deben oficialmente ser eliminados (Solano-Gallego et
al., 2009).

Una segunda vacuna basada en un antigeno purificado a partir del sobrenadante del
medio de cultivo especifico de amastigotes de L. infantum ha sido estudiada en
Francia con buena proteccién (Solano-Gallego et al., 2009).

Situacion de la Leishmaniasis en el Viejo Mundo y América Latina.

Las epidemias ocurren frecuentemente en regiones de dificiles acceso, como Libo
Kemkem, Etiopia (2005-06), Wajir, Kenya (2008) y del Alto Nilo, Sudan meridional
(2009). La desnutricion es un factor de riesgo bien conocido, y las epidemias
prosperan bajo condiciones de hambruna, emergencias complejas y movimientos
masivos de poblacién (WHO).

En Sudan una gran epidemia de Leishmaniasis visceral se produjo desde 1984 a
1994. Como esta fue la primera epidemia en la zona, la poblacién era aitamente
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susceptible. Algunos estudios han estimado que la enfermedad caus6é 100.000
muertes en una poblacién de alrededor de 300.000 en la zona oeste de Nilo. En
algunos pueblos, mas de la mitad de la poblacién muri6 de la enfermedad (WHO).

En 1997, una nueva epidemia causé nuevos casos confirmados de Leishmaniasis
visceral en Sudan aumentando en un 400% respecto al aio anterior. Centros de
tratamiento fueron aplastados y se agotaron las existencias de medicamentos de
primera linea (WHO).

La migracion de trabajadores estacionales y movimientos de gran poblacion
causados por disturbios civiles llevaron a la epidemia en Eritrea y Etiopia (WHO).

Dentro de la regién europea, se han dado casos de LV en Albania, Bosnia y
Herzegovina, Bulgaria, Croacia, Francia, Grecia, Hungria, Italia, Macedonia, Malta,
Ménaco, Portugal, Rumania, Espaia y Yugoslavia. La Leishmaniasis se transmite
también en los paises adyacentes de Azerbaiyan, Chipre, Georgia, Kazajistan,
Tayikistan, Turquia, Turkmenistan y Uzbekistan (Figura 5) (WHO).

Figura 5: Distribucién de la Leishmaniasis visceral en el viejo mundo.
Fuente: pagina de la WHO

Respecto a la incidencia de la Leishmaniosis canina, las regiones espaiolas mas
afectadas hasta el momento son Andalucia, Palma de Mallorca, Comunidad
Valenciana y Cataluiia. Sin embargo, en los Ultimos afios se ha comprobado que no
sélo las zonas de clima tipicamente mediterraneo son proclives a la enfermedad
Segun los ultimos datos, las zonas del norte de Espafa estan registrando cada vez
mas casos de perros afectados por Leishmaniosis (WHO).

En América Latina se encuentra distribuida en varios paises del continente, con
excepcion de Chile y Uruguay, encontrandose zonas endémicas en Brasil, Norte
Argentino y Paraguay (Figura 6) (WHO).

50



Figura 6: Distribucién de la Leishmaniasis visceral en América Latina.
Fuente: pagina de la WHO

Brasil también ha experimentado un fuerte aumento en el nimero de casos de
Leishmaniasis visceral desde 1999. Previamente, las epidemias rurales fueron vistas
en ciclos de diez ainos. Ahora, la enfermedad también esta apareciendo en las zonas
urbanas. Olas de sequia, la falta de tierras disponibles y la hambruna han llevado a
una gran migracién de la poblacion de los asentamientos de las zonas rurales, a los
suburbios periféricos de las grandes ciudades, creando zonas densamente pobladas
con minima infraestructura y saneamiento. En estos asentamientos, el parasito
recientemente introducido encuentra un vasto nimero de individuos no inmunes, que
a menudo estan desnutridos y por lo tanto méas vulnerables. Los nifios menores de
15 affos son el grupo mas gravemente afectado. Perros mantenidos habitualmente
en el entorno doméstico son el principal reservorio animal de la infeccién (WHO).

La LV esta ampliamente difundida en Brasil, donde se han notificado casos en por lo

menos 17 de los 26 estados (Figura 7).

LEISHMANIASIS VISCERAL: BRASIL 2000-2004
PROMEDIO DE CASOS POR ANO

Casos/aio

<24

FUENTE: SINAN/SVS-MS-Brazil
Figura 7: Leishmaniasis visceral distribucién en Brasil.
Por su parte, la Leishmaniasis visceral se esta dispersando a partir de focos de

transmision autéctona en Argentina.
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La transmision de Leishmaniasis visceral hasta el momento se ha registrado en
Misiones y Corrientes, mientras que en Santiago del Estero hubo casos de
Leishmaniasis visceral humana y en Formosa sélo Leishmaniosis canina.

Sin embargo, el vector se encuentra en dispersion activa, actualmente comprobada
hasta el sur de la provincia de Corrientes (Figura 8).
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Figura 8: Leishmaniasis visceral distribucion en Norte Argentino.
Fuente: modificado de Salomén, 2012.

En el censo poblacional del afio 2010 revel6é 1.097.829 habitantes en la provincia de
Misiones y 323.739 habitantes en la ciudad de Posadas.

Entre el 2006 al 2012 los casos de Leishmaniasis visceral humana en la provincia de
Misiones fueron de 101 casos, con 11 muertos hasta la fecha. Siendo la incidencia
entre 2010 y 2011 de 0.5 a 1.0 casos cada 10.000 habitantes.

En este mismo periodo se detectaron 3200 casos de Leishmaniosis canina en
Veterinaria del Oeste en la ciudad de Posadas.

Segun el Ministerio de Salud Publica la tasa de prevalencia de Leishmaniosis canina
en el sur de Misiones y norte de Corrientes es de 20 a 47 %.

La Leishmaniasis visceral es una enfermedad endémica en el Paraguay, esto
significa que aparece ciclicamente en el pais todos los afos. La media local de
afectados por afio es de 113 casos, lo que significa mas de una persona infectada
por semana.
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La zona de la Gran Asuncién es endémica, teniendo en general rangos de perros
infectados que oscilan entre el 10% y 30%. Las areas mas preocupantes, son
Lambaré (60% de perros seropositivos en 2004), Villa Elisa y Limpio, permaneciendo
Asuncién con los indices mas bajos.

En Uruguay, hasta el momento no se ha denunciado ningin caso autdoctono de
Leishmaniosis en perros, no asi casos importados de perros de zonas endémicas.

Pacheco da Silva et al. (2009) describieron el caso de un perro de la raza Baset
Hound que se presento en la Facultad de Veterinaria de Montevideo, con lesiones
dérmicas nodulares pruriginosas y ulceradas en su mayoria, distribuidas por todo el
cuerpo, acompaiadas por una adenomegalia generalizada.

Nacida el § de diciembre de 1999, en Salinas, Departamento de Canelones, lugar
donde fue adquirida y trasladada a la ciudad de Montevideo, no registrandose mas
traslados ni viajes al exterior.

En la puncién aspirativa con aguja fina (PAAF) de las lesiones dérmicas se
observaron linfoblastos  atipicos, macréfagos, abundantes leucocitos
polimorfonucleares y monocitos, con fondo bacteriano copioso. Basados en los
linfoblastos atipicos observados en la puncion, se llega a un diagnéstico presuntivo
de Linfoma cutdneo. El propietario decide realizar eutanasia, autorizando la
autopsia. En ella se extraen muestras para histopatologia de diferentes tejidos,
revelando la presencia de estructuras subcelulares dentro de los macréfagos, cuya
morfologia era compatible con formas amastigotas de protozoarios flagelados.

Segin Pacheco da Silva et al. (2009), si bien no hay reportes a la fecha de esta
enfermedad en nuestro pais, considerando las lesiones que presentaba el animal,
los hallazgos citolégicos e histopatolégicos, y la presencia del vector en dicha zona
(“mosca de los arenales”) podemos concluir que estamos frente a una Leishmaniasis
cutanea en perro.

Ellos afirman, necesitariamos la reproducciéon experimental y la confirmacién
serolégica, sin embargo no fueron realizadas porque al ser una enfermedad exética
no se tuvo en cuenta en el diagnéstico diferencial hasta la visualizacién del parasito
en las muestras obtenidas. Si bien se tomaron muestras tisulares y de sangre del
animal, no fueron conservadas apropiadamente ni colectadas en volumen suficiente.

El vector de la Leishmaniasis visceral fue capturado en nuestro pais, en un estudio
realizado por Salomén et al. (2011), los cuales hallaron la Lutzomyia longipalpis en
los departamentos de Salto y en la ciudad de Bella Unién, Artigas en febrero del
2010. La captura del vector en Salto representa la mas al sur conocida de Lutzomyia
longipalpis hasta la fecha. Este es el primer informe de una zona de transmision
potencial de la LV en Uruguay (Figura 9).

53



Monte Caseros
ARGENTINA

on Lu. longipalpis
. ® @ Sin Lu. longipalpis

Ll ©007-2008

g

Bella Union |
|  URuGuAY | 2009-2010

Lu. migonei :~-‘~::"‘°’ v
LVc autéctona [] LVh autoctona
Ao R= ; 1 - Menitory e
e - s!‘ '
Salomon et al Medicina 20110, MIOC 2011 (en prensa) Presuericia de ol |

Figura 9: Distribucién hacia el sur de Lutzomyia Longipalpis.
Fuente: modificado de Salomén, 2012.

54




3. OBJETIVOS

El objetivo general de esta tesis es hacer un estudio exhaustivo de la Leishmaniasis,
describiendo su situacién a nivel mundial, regional y nacional.

Como objetivos particulares:

1. Descripcién de un caso clinico y analizar las posibilidad diagnésticas y

terapéuticas en Uruguay
2. Evaluar la respuesta clinica del paciente durante el tratamiento utilizado.

3. Analizar la legislacién sanitaria vigente en nuestro pais.
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4. MATERIALES Y METODOS

Un animal del genero canis familiaris, hembra entera, de la raza Labrador Retriever,
de 4 aios de edad, fue llevada a una clinica veterinaria de la ciudad de Montevideo,
al presentar un cuadro dermatolégico y de desmejoramiento general.

Dicha paciente presentaba vacunaciones al dia y desparasitaciones regulares cada
3 0 4 meses y pipeta contra ectoparasitos aplicada mensualmente con Imidacloprid y
Permetrina.

Su nacimiento fue en el barrio de Villa Morra en junio del afno 2005, ciudad de
Asuncion (Paraguay), donde vivié hasta los 60 dias de edad. Cuando fue adoptada
por sus duefos definitivos, los cuales la trasladaron a Lambaré, ciudad
perteneciente al Departamento Central de Gran Asuncion (Figura 10y 11).
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Figura 10: Mapa de Paraguay Figura 11: Mapa del Departamento
distribucién departamental Central con sus distritos

Viviendo hasta sus dos afos en un barrio sub-urbano, muy cercano al Arroyo
Lambaré y al Rio Paraguay (Figura 12).
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Figura 12: Mapa de la ciudad de Lambaré
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En febrero de 2007 ingresa a Uruguay, via aérea y se establece en el barrio Brazo
Oriental en la ciudad de Montevideo, visitando nuevamente Paraguay a fines de ese
afo, hasta los primero dias de febrero del siguiente afio, cuando regresa y no vuelve
a salir de Montevideo por el resto de su vida.

Su casa presenta un jardin y un fondo con arbustos y plantas a los cuales ella tuvo
siempre libre acceso, nunca compartiendo su casa con otra mascota.

Su alimentacién fue realizada desde cachorra con racién, hasta su etapa adulta.
Llevando siempre una vida sedentaria.

El segundo mes del afo 2010, consulta por una dermatitis en muslo derecho (ver
anexo foto 4) y un granuloma acral en miembro toracico derecho, en cuyo momento
es tratada con glucocorticoide de depdsito (Triancinolona) via sub-cutanea y se le
prescribe un antibiético (Enrofloxacina) a una dosis de 150 mg cada 12 hs y la
aplicacion de spray con Gentamicina y Lidocaina dos veces al dia.

Un mes después vuelve a consulta por claudicacién en el miembro toracico
izquierdo, presentandose en el carpo de dicha extremidad, los signos cardinales de
la inflamacién (ver anexo foto 5). Tratdndose con Dexametasona 2 ml via sub-
cutanea y luego de 48 hs se comienza con acido Tolfénico 120 mg por dia por 3
dias, descanso de 48 horas y volver a repetir el AINE por los 3 dias siguientes. En el
mismo momento es solicitada una radiografia de la articulacién, para obtener el
origen de dicha inflamacién, siendo desestimada por el propietario.

A mediados del mes de septiembre retorna a la clinica con una lesién similar a la
observada en el mes de febrero y por este motivo fue medicada de igual forma que
en dicha oportunidad, con el agregado de una solucién de Clorhexidina y
Triancinolona para aplicacion en spray.

Al cabo de tres meses retorna por el mismo tipo de lesién, con el agregado de
linfadenomegalia generalizada de todos los nédulos linfaticos palpables. Se vuelven
a tratar las lesiones de igual forma y se solicita realizar puncion aspiracién con aguja
fina (PAAF) de dichos nédulos para obtener una citologia en busca de la etiologia de
la linfadenomegalia.

En marzo del afio siguiente vuelve con un cuadro de anorexia, depresion, apatia,
pérdida de peso, atrofia de los musculos temporales (ver anexo foto 6), piodermia
profunda (forunculosis en el mentdn) y otitis bilateral. Al examen objetivo general se
aprecia nuevamente linfadenomegalia generalizada y mucosas de la conjuntiva
ocular hipocrémica. Su temperatura corporal se encontré dentro del rango normal.

Al examen objetivo particular dermatoldgico presentaba alopecia periocular con
descamacién, hiperqueratosis de las aimohadillas plantares de los miembros
toracicos y ulceras en la unién muco-cutanea oral (ver anexo fotos 7 y 8).

A la palpacibn del abdomen se detecté esplenomegalia, realizandose
inmediatamente  una ecografia, encontrandose esplenomegalia marcada vy
hepatomegalia moderada.
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Se vuelve a solicitar citologia de los nédulos linfaticos, conjuntamente con un
hemograma y bioquimica sanguinea. Ese dia se le administra Dexametasona por via
SC a una dosis de 6 mg totales en forma empirica.

Al dia siguiente se encuentra, los mismos signos, con la aparicién de ulceras en el
miembro toracico derecho en la unién de la piel con las almohadillas digitales. Se
instaura un tratamiento local con solucibn de Clorhexidina y se administra
nuevamente Dexametasona SC a igual dosis.

Luego de 24 hs el paciente manifiesta leves mejorias en lo que respecta al apetito y
sensorio. Como consecuencia de ello se repite la dosis de Dexametasona y se
solicita un control cada 48 horas hasta la espera de los exdmenes realizados dias
anteriores.

Siete dias posteriores a la toma de muestras, los resultados mostraron nédulos
linfaticos reactivos en la citologia, anemia hipocrémica, trambocitopenia en el
hemograma y la bioquimica con hiperproteinemia, con marcada hiperglobulinemia e
hipoalbuminemia, leve aumento de la creatinemia y las enzimas hepaticas (ver
anexo tablas 1y 2).

Con los resultados a la vista y los signos clinicos del paciente existe la sospecha de
una enfermedad autoinmune. Entonces se comienzan a administrarle Prednisolona
30 mg por dia en la mafana, para un peso de 23,3 kg.

A fines de ese mes la piel presentaba mejorias y las UGlceras muco-cutaneas de la
boca habian desaparecido. Sin embargo una ulcera marcada en el centro del pulpejo
del segundo dedo del miembro toracico derecho, fue el causante de la nueva
consulta (ver anexo foto 9). Los nédulos linfaticos disminuyeron su tamaio, algunos
a la mitad como los cervicales superficiales y sensiblemente los popliteos. Mejor6 su
apetito, al igual que el sensorio y aumento de peso a 23,7 kg. Con lo cual se decide
no modificar el tratamiento y que vuelva a control en una semana.

Al cabo de 7 dias su estado general continuaba mejorando. En la piel ya no se
encuentran lesiones y la Ulcera digital cicatrizé. Salvo los nédulos linfaticos
cervicales superficiales que aln continian disminuyendo de tamaiio, el resto de
ellos alcanzé su tamaiio normal. Su peso siguié aumentando, alcanzando 24.3kg.
No hay modificaciones en el tratamiento y nuevamente se indica un control clinico a
los 10 dias.

A mediados del mes de abril de ese ano, el estado general del paciente estaba
notoriamente mejor. Sus nédulos linfaticos volvieron al tamaifio normal, a excepcién
del cervical superficial derecho aun levemente aumentado. Su peso fue de 25.2kg.
Se fija un nuevo control pasado 10 dias, sin cambios en el tratamiento.

A los 8 dias, fue evidente una notoria mejoria clinica y su peso ha ascendido a los
28.3kg. Al ser muy importante su mejoria se toma la decisién de disminuir la dosis de
Prednisolona, alternandose diariamente 30 y 20 mg por via oral. La paciente debe
volver a los 10 dias.

Al disminuir la dosis del corticoide, se presenta un aumento de tamario del nédulo
linfatico cervical superficial derecho, en el control siguiente. Se advierte la presencia
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de una alopecia circular de unos 10cm de didmetro en la regién lumbar izquierda,
nuevamente el signo de alopecia peri-ocular y piodermia muco-cutanea en ambas
comisuras de la boca, al igual que hiperqueratosis en las almohadillas de los
miembros toracicos. El peso sigue en aumento, llegando a 29.4kg. Al existir la
aparicion de estos signos se decide retomar la dosis de 30mg diarios de
Prednisolona.

Al quinto dia de administrarle la nueva dosificacion del corticoide su nédulo linfatico
volvid a su tamafio normal, manteniéndose las alopecias. Su peso sigue en
aumento, en ese momento con 29.5kg. No se modifica la dosificacion y se fija una
préxima consulta.

A las dos semanas siguientes la alopecia lumbar siguié en aumento y el pelo de la
periferia de la misma se desprende facilmente a la traccion. Su nédulo linfatico
nuevamente gané tamaro. El estado general, apetito y sensorio se mantuvieron
normales. En esta primera vez desde instaurado el tratamiento su peso disminuyo a
28.6kg. Por la caida de peso, la alopecia y la variacién del tamano del nédulo se
aumenta la dosis de Prednisolona a 40 mg en la mafiana dosis total.

La primera semana del mes de julio los signos dermatolégicos reaparecen a pesar
de haber aumentado la dosis del inmunomodulador y pueden verse en el dorso del
paciente lesiones de aspecto vesiculo-ulceativas de un diametro de 6cm (ver anexo
fotos 10 y 11). Conjuntamente se prestan ulceras en labios y almohadilla digital.

Nuevamente su carpo izquierdo presentaba dolor e hipertermia, lo cual se
manifestaba con claudicacion del miembro en el momento del apoyo. La
linfadenomegalia es notoria en los popliteos, cervical superficial derecho y
mandibular ipsilateral. Su sensorio decae al extremo de provocar anorexia en el
paciente.

En este momento y por primera vez se toma una muestra para histopatologia del
borde de una de las lesiones ubicadas en el dorso del paciente. Sangre para
hemograma y bioquimica, es extraida para tener un aspecto mas certero de la
enfermedad y su decaimiento a pesar del tratamiento.

Se realiza otra ecografia abdominal, la cual refuerza a la realizada anteriormente
donde la Unica alteracién observada fue la esplenomegalia moderada.

Un nuevo aumento de la dosis de Prednisolona a 60mg diarios y el agregado de
Cefalexina 750 mg cada 12 hs fue la prescripcion.

Los nuevos resultados de sangre obtenidos 18 dias después no tienen demasiado
cambios en relacion al anterior, anemia hipocrémica, hipoproteinemia
(hipoalbuminemia) y las enzimas hepaticas un discreto incremento (ver anexo tablas
3y4).

En el histopatolégico hay leve a moderada foliculitis supurativa, donde el cuadro
corresponde a un proceso inflamatorio principalmente a nivel folicular de tipo
supurativo.
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Clinicamente las lesiones dérmicas del dorso estan resolviendo y cubiertas por una
costra cicatrizal. No se indican cambios en la terapia.

El 7 de septiembre del 2011, un mes y diez dias de la ultima visita las lesiones
dermatologicas del dorso cicatrizaron completamente, aunque permanecia la
alopecia a lo largo de la region. Pero la ulcera digital se mantuvo sin cambios. Los
linfonddulos disminuyeron de tamaiio.

El deambular era dificultoso dado por la claudicacion del miembro toracico izquierdo,
por la presencia de la artritis crénica del carpo.

El antibiético es suspendido por la mejoria de la piel, sin variar la dosis de
Prednisolona.

A los 15 dias, una nueva muestra de sangre para medicion de proteinas plasmaticas
y celularidad sanguinea es obtenida. A los ocho dias el hemograma era normal y
unicamente hipoalbuminemia e hiperglobulinemia, fueron las alteraciones (ver anexo
tablas 5 y 6).

Clinicamente la variaciéon presente en ese momento, fue una poliartritis, ahora
también con claudicacién posterior derecha, al estar involucrado el tarso de dicho
miembro, lo cual provocaba gran dificultad para la traslaciéon del animal. La
ulceracién en la almohadilla digital no tiene resolucion y se evidencia la presencia de
excesivo crecimiento ungueal (onicogrifosis) (ver anexo foto 12).

Nuevamente se inicia antibioticoterapia, en dicha oportunidad con Enrofloxacina 150
mg dos veces al dia y disminuir corticoterapia alternando 50 y 45 mg diariamente.

Unos dias mas tarde una nueva leve disminucién de la Prednisolona a 40 mg diarios
es instaurada con un peso de 31,4kg.

A los 11 dias los signos de poliartritis desaparecieron, manteniéndose la
claudicacién del miembro anterior y la Ulcera digital. Es suspendida la terapia
antibidtica.

Casi un mes de la ultima consulta al ver que el paciente estaba estable en todos sus
aspectos, se vuelve a disminuir a 30 mg diarios el inmunomodulador.

Al tercer dia de la nueva dosis terapéutica, aparece disminuciéon del apetito, la
claudicacién continua instaurada y nuevamente presenta ulceraciones en la mucosa
oral.

Este dia con la sedacidn del paciente, se realiza una biopsia de las Ulceras bucales
con punch nimero 6 y anestesia local, dichas muestras son remitidas a la ciudad de
Buenos Aires para el estudio histopatolégico de las mismas.

En suma al cabo de un afio y ocho meses la paciente presenté los signos de manera
reiterada, rondando siempre en signos generales de anorexia, decaimiento, pérdida
de peso, linfadenomegalia, claudicaciones por artritis en diferentes articulaciones y
como signos dermatolégicos, onicogrifosis, la presencia de lesiones ulcerativas de
forma reiterada en almohadilla digital y union muco-cutanea oral.



Luego de tantas instancias por llegar a un diagnéstico definitivo, con la ultima
muestra tomada de la mucosa y su histopatologia, se informa la presencia de
abundantes amastigotes de Leishmania en el interior de los macréfagos. Asi se liega
a un diagnéstico definitivo de Leishmaniosis.

El 12 de diciembre del afio 2011 y por ser una enfermedad de denuncia obligatoria,
se realiza la misma con los resultados a la vista ante el Ministerio de Ganaderia
Agricultura y Pesca en el servicio Ganadero.

Al segundo dia de realizada la denuncia, nuevos estudios paraclinicos como
radiografia del carpo izquierdo, ecografia abdominal, extraccion de sangre para
hemograma, bioquimica, puncién aspiracion con aguja fina del nddulo linfatico
popliteo y serologia previo al comienzo del tratamiento.

En la radiografia del carpo se evidencia una enfermedad degenerativa articular (ver
anexo foto 13). En la bioquimica puede visualizarse aumento de la Fosfatasa
alcalina y la aspartato aminotranferasa (AST), no encontrandose alteraciones en el
hemograma (ver anexo tabla 7 y 8).

Se comienza con Allopurinol 300mg 1 comprimido cada 12 hs. y disminuir
gradualmente la dosis de Prednisolona, con el agregado de Ranitidina 75 mg cada
12 hs.

Al mes de comenzado el nuevo tratamiento, por primera vez se puede visualizar un
aspecto muy mejorado del paciente, tanto desde el punto de vista de su estado
general como cutaneo. El corticoide se fue disminuyendo de forma gradual hasta
este momento, en el cual se toma la decision de su eliminacién de forma
permanente.

La semana anterior a la finalizacién del mes de enero se comienza la administracion
de Antimoniato de meglumine, a una dosis de 100 mg/kg diarios via sub-cutanea,
en combinacién con allopurinol. Previo al comienzo del tratamiento con Glucantime
se extrae sangre para hemograma, funcional hepatico y evaluacién de funcién renal.

A los tres dias los examenes de sangre muestran _hipoproteinemia con
hipoalbuminemia, la AST y Fosfatasa alcalina se encuentran levemente aumentadas
(ver anexo tablas 9 y 10). Se realiza una radiografia de caderas, al manifestar gran
dificultad en el momento de incorporarse, a demas de rechazo al caminar.

En la radiografia fue evidente la presencia de una displasia coxofemoral bilateral
muy avanzada. Se Instaura la administracion de un antiinflamatorio (AINE) Firocoxib
a razén de 5 mg/kg diarios.

El pendltimo dia de ese mes el paciente se encuentra decaido, disminuyendo el
apetito desde hace 2 dias, conjuntamente con la presencia de sedimento en la orina.
Presenté vomitos y deposiciones blandas con sangre.

Al dia siguiente el paciente fallece y su cuerpo es depositado en una camara de frio
a 4 grados centigrados, para 24 hs mas tarde realizarle la necropsia.
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5. RESULTADOS

Obtener el diagnéstico definitivo fue la primera meta fijada, debido a que instancias
anteriores no revelaron la etiologia del presente caso. Dicho diagnéstico se obtuvo
mediante la identificacion de amastigotes de Leishmania a partir de la histopatologia
de las Ulceras de la mucosa oral (ver anexo fotos 14, 15, 16 y 17).

Para complementar el diagndstico, la serologia positiva realizada en el exterior, asi
como la citologia por puncién aspiracién con aguja fina de nédulos linfaticos
reafirmaron la presencia del agente causal (ver anexo fotos 18 y 19).

El test de ELISA mostré un resultado positivo con una densidad éptica de 0,373, lo
que concluye en un resultado altamente positivo, al encontrase por encima del punto
de corte de 0,1904.

En base a la bibliografia consultada se decide instaurar la terapia combinada de
Antimoniato de meglumina y Allopurinol. En vista que la primera no esta disponible
en nuestro pais para su comercializacién y por no existir en el vademécum
veterinario, se comenzd el tratamiento en su inicio iUnicamente con Allopurinol, por
ser el unico farmaco de facil acceso y poco oneroso para comenzar la terapia.

Luego de un mes de iniciado este tratamiento se pudieron observar notorias
mejorias del paciente, tanto de su estado general, cutaneo y en su bioquimica
sanguinea.

Se vio mejoria en el sensorio del animal, asi como en su apetito y estado corporal.
Las ulceras de la mucosa oral remitieron en su totalidad y los nédulos linfaticos se
redujeron a su tamafio normal, manteniéndose asi durante el tratamiento. Sobre el
dorso del paciente hubo recrecimiento piloso en las areas alopecias (ver anexo fotos
20, 21, 22, 23 y 24).

En la bioquimica hubo disminucién en la AST y Fosfatasa alcalina, cayendo a casi
valores normales (ver anexo tabla 10).

Tras obtenerse el Antimoniato de meglumina (Glucantime) y a los 45 dias de iniciado
el tratamiento con Allopurinol, se comienza su administracién. Luego de administrar
14 ampollas del Glucantime, lo que equivale a 7 dias de terapia en conjunto con
Allopurinol, el paciente comenzé a manifestar dolor abdominal, vémitos, diarrea con
sangre, notoria depresion y anorexia. A raiz de este cuadro de gastroenteritis
hemorragica la paciente fallece e inmediatamente se decide realizar la necropsia en
busca de la causa del deceso.

Al realizar la autopsia las lesiones principales fueron vistas en su aparato digestivo,
observandose disminucion del espesor de la pared del estbmago con ulceraciones
varias y la presencia de un contenido hemorragico que implicaba el antro pilérico y
primera porcidn del intestino delgado (ver anexo fotos 25 y 26).

Dado que el tratamiento con este farmaco se realizé solamente por una semana no
fue posible evaluar los resultados de la terapia que combina ambas drogas, como es
sugerido en la bibliografia.
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6. DISCUSION

Si bien el diagnéstico de Leishmaniosis no es dificil de realizar en zonas endémicas,
en el presente caso existieron dificultades al momento del diagnéstico, por varias
razones.

En primera instancia la falta de experiencia en enmarcar el conjunto de signos
clinicos que manifiestan los pacientes con esta enfermedad y ellos ser compatibles
con otras entidades, hace que esta enfermedad sea subestimada en un diagnéstico
diferencial preliminar.

Conjuntamente con lo anterior es importante destacar que si bien contamos con
métodos utilizados de rutina para llegar a un diagnéstico definitivo como son la
citologia e histopatologia, notamos que existe falta de experiencia en la identificacion
de los amastigotes de Leishmania en las muestras a estudiar.

Esto dltimo se vio reflejado en el estudio de este caso en los primeros intentos por
llegar al diagnéstico, al realizar la puncién aspiracién con aguja fina de nédulos
linfaticos su estudio citolégico reflejo una hiperplasia reactiva. Similar situacion
ocurri6 al momento de realizar la primera biopsia de piel, donde no fueron
encontrados los amastigotes. Si bien en esta instancia puedo existir otra variante,
quizas debido a que las muestras no hayan sido tomadas de las lesiones mas
representativas.

Por lo expresado anteriormente se tomé la decision de extraer nuevas muestras
para histopatologia de lesiones mas representativas. Por ello se biopsio las lesiones
ulcerativas de la mucosa oral, siendo las mismas enviadas a un laboratorio de
referencia en la ciudad de Buenos Aires con mayor experiencia en histopatologia
dermatoldgica y en el diagnéstico de Leishmaniosis.

Una vez obtenido el diagnédstico definitivo, con el interés de indagar mas en el
estudio del caso clinico, se decidié realizar la cuantificacién de los niveles de
anticuerpos anti-leishmania, mediante la técnica de ELISA. Al enfrentarnos a la
situacion de que hasta el momento en nuestro pais no existe un laboratorio
veterinario privado u oficial que preste servicios de diagnéstico seroldgico tanto por
ELISA como [Fl especificamente para el diagnéstico de Leishmaniosis, se envid
suero del paciente a un laboratorio en la ciudad de San Pablo con dicho objetivo.

En el Norte Argentino se utiliza uno de los tests rapidos como herramienta
diagndstica, el cual si bien presenta baja sensibilidad y especificidad, ellos lo utilizan
en conjunto con la citologia de ganglios y médula 6sea para arribar al diagnéstico
definitivo, considerando positivos aquellos pacientes que presenten amastigotes en
las muestras citolégicas acompariados 0 no por un test rapido afirmativo, y negativos
a los pacientes en los que ambas instancias no son confirmatorias, sin embargo si
un paciente presenta un test rapido positivo y una citologia negativa sera
considerado sospechoso, realizadndose posteriormente nuevas punciones para
confirmar o no el caso.

Esta metodologia diagnostica es factible de adoptar en nuestro pais, ya que no es
necesario tener un laboratorio con gran tecnologia montado e incluso podria ser
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realizado en cualquier veterinaria. Lo que es imprescindible es tener un microscopio
con buena resolucion y técnicos capacitados en la identificacion de los amastigotes
en muestras citolégicas, ademas de contar con algun tests rapido para serologia, los
cuales son de realizacién muy sencilla. Hoy en dia en nuestro pais contamos con un
laboratorio veterinario que realiza la deteccién por medio de la utilizacién de estos
tests rapidos (Speed Leish-K) para detectar anticuerpos anti-leishmania.

En relacion al tratamiento, se decidié utilizar la asociacion de Antimoniato de
meglumina con Allopurinol por 30 dias, continuando por tiempo indeterminado con
este ultimo. Al disponer solo hasta la fecha del Allopurinol en nuestro pais, se
comenzé el tratamiento en su inicio con dicho farmaco.

Si bien con la utilizacién de este farmaco se logré alcanzar una importante mejoria
clinica, se presenté la posibilidad de asociarlo con Antimoniato de meglumina. Como
dicha asociaciéon pudo ser empleada solamente por un periodo de 7 dias, dado el
fallecimiento del paciente, y no de 30 dias como indica la bibliografia consultada no
se pudo evaluar una respuesta para dicha asociacion.

Teniendo en cuenta que se realizd previamente al comienzo de la administracion de
Glucantime una bioquimica necesaria para valorar la funcionalidad renal,
indispensable para la administracién del farmaco, la cual no mostro alteraciéon de
dicha funcionalidad, y observarse en la necropsia Unicamente una alteracién
gastrointestinal, nos queda la interrogante de cual pudo ser la causa del fallecimiento
y de la vinculacion del Glucantime con la misma.

Si bien en nuestro pais no existe legislaciéon que prohiba el uso de Antimoniales
pentavalentes para el tratamiento de la Leishmaniosis canina, Brasil y Argentina
presentan legislacion sanitaria vinculada a esta enfermedad en caninos.

En Brasil el ministerio de salud prohibe en el art. 1 de la ley 1426 del 11 de julio del
2008, que en todo el territorio nacional el tratamiento de la Leishmaniosis en caninos
infectados o enfermos con productos de uso humano, o0 no registrados en el
Ministerio de Agricultura, Pesca y Abastecimiento (MAPA).

Este articulo se basa en las siguientes consideraciones: primero que hasta el
momento no existe ningun farmaco o esquema terapéutico que garantice la eficacia
del tratamiento en caninos y su riesgo de transmisién, segundo que los caninos en
tratamiento pueden mantenerse como reservorios y fuentes de infeccién para el
vector por falta de evidencia cientifica que garantice la reduccién o interrupciéon de
transmision, y por ultimo la posibilidad de inducir a selecciéon de cepas resistentes a
dichos medicamentos disponibles para el tratamiento de Leishmaniasis en el
hombre.

En Argentina existe una amplia legislacion vinculada a la Leishmaniasis visceral,
como ser la Ley 15.465/1960 del Congreso Nacional que establece la denuncia
obligatoria de la Leishmaniasis, el Decreto Nacional 3640/1964 del Poder Ejecutivo
que establece las responsabilidades del Médico, Veterinarioc y Laboratorista, y la
Resolucion 36/1999 de la Secretaria Programas de Salud quien establecié el
Programa Nacional de Leishmaniasis, el cual actualmente estd en proceso de
revision (Salomoén, 2012).



Este ultimo tiene como objetivo eliminar o mitigar las condiciones que permiten la
produccién y reproduccién de la Leishmaniasis visceral humana (LVh), para ello se
establece la vigilancia de Leishmaniasis visceral, que comprende la vigilancia clinica
de casos humanos, de casos caninos y la vigilancia entomolégica. Esta es una
actividad continua, que incluye simultaneamente el diagnéstico temprano y
tratamiento oportuno de casos humanos, el control de reservorios, el manejo
ambiental (areas publicas y privadas) y el control del vector.

La vigilancia segun métodos y registros estandarizados permite: estratificar las areas
seguin el riesgo de transmisién de LV humana, determinar el sitio probable de
infeccion (LV autéctona /importada), disminuir morbilidad - mortalidad humana
mediante el diagnéstico temprano y tratamiento oportuno, disefiar e instrumentar las
medidas apropiadas de prevencion y control segun riesgo de transmision, investigar
transmision atipica, efectos adversos y fallas terapéuticas, conocer la tendencia de
la incidencia en tiempo y espacio, y finalmente evaluar el impacto de las medidas de
control.

De acuerdo a este programa, se estratifican las areas segun el riesgo de transmisiéon
para posteriormente tomar acciones preestablecidas segun los distintos escenarios
de transmisién. El presente programa clasifica las distintas areas segun el riesgo de
transmision en: area en brote, area con transmisiéon intensa, area con transmisién
moderada, area con transmision esporadica, area con transmision incipiente de LV
humana, area con transmision de LV canina, area receptiva y érea vulnerable.
Entendiéndose como:

Area en brote: area con transmision humana con un nimero de casos de LV
significativamente superior a la media de los Ultimos 3 afios, o area de transmision
reciente con dos 0 mas casos de LV humana notificada presumiblemente de
transmisién autéctona.

Area con transmisién intensa: area con una media 2 5 casos/afio de LV humana
en los Ultimos 3 anos.

Area con transmisi6én moderada: area con una media 2 2 y < 5 casos/afio de LV
humana en los ultimos 3 afios.

Area con transmisién esporadica: 4rea con una media 2 0.3 y < 2 casos/afio de
LV humana en los altimos 3 aiios.

Area con transmisién incipiente de LV humana: area con primer caso de LV
notificado de transmisidn autéctona humana, o area con una media < 0.3 casos/afno
de LV humana en los uitimos 3 afios.

Area con transmisién de LV canina: area con al menos un caso de LV notificado
de transmision autéctona canina, y presencia verificada de Lutzomyia longipalpis.
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Area receptiva: area con presencia verificada de Lutzomyia longipalpis, sin casos
de LV humana o canina autéctona.

Area vulnerable: area sin casos de LV humana o canina autéctona, ni presencia de
Lutzomyia longipalpis, pero contigua a areas con casos de LV o con flujo migratorio
intenso con éste (pueden existir canes infectados por transmision no autéctona o no
vectorial).

En lo que respecta al control del reservorio (canino) en este Programa, comprende:
tenencia y procreacién responsable (la erradicacion de perros ambulantes y sin
duefio es condicion necesaria para que cualquier intervencion de prevencién y
control sea efectiva, se establecen programas de castracién/adopcién), promocion
de prevencién sanitario-ambiental (que la mayoria de perros que son sanos, sigan
estando sanos), evitar transporte de perros desde y hacia las zonas con transmision
de Leishmaniasis visceral, certificacién de libre de parasitos de Leishmania en todo
perro adoptado, cachorro o adulto (vecino-criadero-importado) y finaimente se
establece la eutanasia de perros proveedores de parasitos L. infantum/chagasi
(infectados) con o sin sintomas, mediante procedimientos humanitarios, segun
normativa de OIE. Si bien se demostré que la eutanasia en paises en situacién
endémica como Brasil es ineficaz, ya que tal vez los canidos salvajes, asi como una
poblacién de perros vagabundos u otros animales posibles reservorios, pueden ser
fuentes de transmisién de los parasitos (Green, 2008; Solano-Gallego et al., 2009).

No se recomiendan los tratamientos para Leishmaniosis canina como medida de
control o prevencién de casos humanos. No existe evidencia que disminuya el riesgo
de transmision a nivel comunitario, pues animales con cura clinica persisten como
reservorios del parasito y suelen presentar recidivas. El uso en animales de los
medicamentos (principios activos) destinados al tratamiento de LVh puede generar
cepas resistentes. Las drogas distribuidas por el Ministerio de Salud de la Nacién
son de uso exclusivo para casos humanos, no deben derivarse para el tratamiento
de animales domésticos. Los tratamientos de Leishmaniosis canina no han
demostrado en América Latina ser una medida efectiva de control o prevencién de
casos humanos. Todo tratamiento se debe enmarcar en el disefio experimental y
consideraciones éticas de ensayo clinico, sin exposicion de riesgo para la poblacién.

En Uruguay, por el contrario, no existe legislacion sanitaria veterinaria especifica
relacionada al Leishmaniosis, salvo el articulo 2 de la ley 3.606 del 13 de abril de
1910, el cual hace referencia a la denuncia obligatoria de esta enfermedad frente a
los servicios ganaderos del MGAP. En este articulo se incluye por medio del decreto
351/994 aprobado el 9 de agosto de 1994 a la Leishmaniasis en la lista de
enfermedades de denuncia obligatoria.

Si tomamos como ejemplo el Programa Nacional de Leishmaniasis existente en
Argentina desde el afio 2009 y teniendo en cuenta la presencia confirmada de
Lutzomyia longipalpis en nuestro pais, en los departamentos de Salto y Artigas
(Salomén et al., 2011), los cuales se encuentran préximos a zonas endémicas, como
son el Norte Argentino y Sur de Brasil, junto al transito de personas y mascotas en la
frontera, asociado con el diagnéstico de casos importados en caninos y humanos se
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podria clasificar a nuestro pais como &area receptiva para la transmisién de
Leishmaniasis visceral.

Por lo tanto, deberia existir en nuestro pais un marco regulatorio frente a esta
zoonosis, mas que la sola denuncia obligatoria de la misma, como ser: medidas a
tomar frente a un diagnostico confirmado, aquellas que involucren tratamiento,
control de la enfermedad y medidas preventivas a ser aplicadas con el objetivo de
evitar la expansion de la misma.

Teniendo en cuenta las acciones dispuestas segun el escenario de transmision en el
Programa Nacional de Leishmaniasis de la legislacion Argentina, y considerando a
nuestro pais como un area receptiva para la transmisiéon de esta enfermedad, se
podrian tomar las siguientes acciones:

1) Capacitar y organizar el sistema asistencial para la captacién, diagnéstico,
tratamiento y notificacién de LV humana.

2) Capacitar y organizar el sistema intersectorial para la captacién, diagnéstico,
control y notificacion de reservorios infectados (errantes, comunitarios, con duefio).

3) Comunicar a la comunidad las medidas de prevencién, manejo ambiental,
tenencia y reproduccion responsable de mascotas, transito y trafico de mascotas
(evitar transporte de perros desde y hacia las zonas con transmisién de LV).

4) Saneamiento ambiental en ambito puablico.

5) Control de poblacién canina errante y sin duefio, la erradicacion de perros
ambulantes y sin duefio es condicién necesaria para que cualquier intervenciéon de
prevencién y control sea efectiva, programas de castracién/adopcion.

6) Certificacion de canes adoptados como "Libre de L. infantum/chagasi' por
laboratorio certificado.

7) Monitoreo serolégico canino por muestro estratificado en areas con vector, como
es el caso de los departamentos de Salto y Artigas.

Ademas dada la confirmacion del caso en la presente tesis, por mas que el mismo
no sea autéctono, deberia haberse planteado por parte de las autoridades sanitarias
de nuestro pais un relevamiento entomoldgico de la zona donde residia la paciente
para definir la presencia o ausencia de Lutzomyia Longipalpis en dicha area.
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7. CONCLUSION

En conclusiéon es importante destacar la inexperiencia clinica, citolégica e
histopatolégica, en relacion a la Leishmaniosis en nuestra profesion por tratarse de
una enfermedad hasta el momento no diagnosticada en nuestro pais. Esto sumado a
la falta de algunos métodos como ser ELISA, IFl y PCR utilizados para la deteccién
de la enfermedad, hace muy dificultoso poder alcanzar un diagnéstico definitivo.

Deberia existir en nuestro pais un marco regulatorio que legisle la metodologia
diagnéstica a seguir frente a un caso sospechoso de Leishmaniosis. Que hacer
frente a un diagnostico confirmado, en relacion a su tratamiento, control de la
enfermedad y medidas preventivas a ser aplicadas con el objetivo de evitar la
expansion de la misma.

Hoy en dia existe en nuestro pais el riesgo potencial de transmisién de la
Leishmaniasis visceral, por constatarse la presencia del vector (Lutzomyia
longipalpis) en los departamentos de Salto y Artigas, los cuales se encuentran
proximos a zonas endémicas, como son el Norte Argentino y Sur de Brasil. Lo antes
mencionado, en conjunto con el movimiento de personas y perros a lo largo de la
frontera, y la ausencia de legislacién que controle el estado sanitario al ingreso de
animales provenientes de dichas regiones, hacen a nuestro pais muy vulnerable
para el ingreso de esta zoonosis.

Teniendo en cuenta la experiencia obtenida durante el estudio de esta enfermedad y
dada la situacién epidemiolégica regional y nacional, sumada a la rapida expansién
de la misma hacia el sur del continente, es muy probable en un futuro no muy lejano
estar conviviendo junto a la Leishmaniasis visceral.
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9. ANEXO

Tabla 1

HEMOGRAMA resultado

unidades valor de referencia

HEMATOCRITO 25 % 37-55
HEMOGLOBINA 7,4 g/d 12,7- 16,3

GL. ROJOS 3,59 mill. / ml 5.2-6.57
V.C.M. 68 fL 64 - 75
C.H.CM. 30,3 g/dl 33-36
H.C.M. 20,7 Pg 19.5- 24.5
LEUCOCITOS 12100 /ml 6.0-17.0x10°
NEUTROFILOS 79 % 60 a 77
LINFOCITOS 18 % 12 a 30
MONOCITOS 1 % 2 a 10
EOSINOFILOS 2 % 2 a 10
BASOFILOS 0 % RAROS
NEUTROFILOS 9559 / mi 3000 - 11000
LINFOCITOS 2178 /ml 1000 - 5000
MONOCITOS 121 /ml 200 - 1500
EOSINOFILOS 242 / mi 200 - 1500
BASOFILOS 0 / ml RAROS
PLAQUETAS 168000 / ml 200 - 400x 10°
Tabla 2

BIOQUIMICA resultados unidades valor de referencia
UREA 28,7 mg / d 21-60
CREATININA 1,67 mg / dl 0,5-1,5
PROTEINAS TOTALES 8,27 g/dl 56-7,1
ALBUMINA 1,88 g/di 2,5-4,1
GLOBULINAS 6,39 g/d 1,9-36
ALT (GPT) 50 Ul/L 25-106
AST (GOT) 118 Ul/L 16 - 50
Fosf. Alcalina 203 Ul/L 12 - 122
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Tabla 3

HEMOGRAMA resultado unidades valor de referencia

HEMATOCRITO 35 % 37-55
HEMOGLOBINA  9.56 g/dl 12,7-16,3
GL. ROJOS 4.81 mill. / ml 52-6.57
V.CM. 72.77 fL 64-75
C.HCM. 27.31 g/dl 33-36
H.C.M. 19.88 Pg 19.5- 24.5
LEUCOCITOS 10400 / mi 6.0-17.0x10°
NEUTROFILOS 72 % 60 a 77
LINFOCITOS 19 % 12 a 30
MONOCITOS 6 % 2 a 10
EOSINOFILOS 3 % 2 a 10
BASOFILOS 0 % RAROS
NEUTROFILOS 7488 / mi 3000 - 11000
LINFOCITOS 1976 /ml 1000 - 5000
MONOCITOS 624 / mi 200 - 1500
EOSINOFILOS 312 / ml 200 - 1500
BASOFILOS 0 / ml RAROS
Tabla 4

BIOQUIMICA resultado unidades valor de referencia
CREATININA 0.96 mg / d 05-15
PROTEINAS TOTALES 4,68 g/d 56-7,1
ALBUMINA 2.38 g/d 2,5-4,1
GLOBULINAS 2.3 g/dl 1,9-3,6
BILIRRUBINA TOTAL 0.56 mg / di 0.1-07
BILIRRUBINA DIRECTA  0.28 mg / dl
COLESTEROL 133.3  mg/dl 120 - 260
ALT (GPT) 82.7 ul/L 25 - 106
AST (GOT) 94.3 Ul/L 16 - 50

Fosf. Alcalina 442.8 Ul/L 12 - 122
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.Tabla §

HEMOGRAMA resultado unidades valor de referencia

HEMATOCRITO 40 % 37-55
HEMOGLOBINA 14,8 g/dl 12,7 - 16,3
GL. ROJOS 5.8 mill. /.ml 5.2-6.57
V.C.M. 69 fL 64 - 75
C.HCM. 36,8 g/dl 33-36
H.C.M. 25,4 pg 19.5- 24.5
LEUCOCITOS 15400 / ml 6.0-17.0x 103
NEUTROFILOS 74 % 60 a 77
LINFOCITOS 20 % 12 a 30
MONOCITOS 3 % 2 a 10
EOSINOFILOS 3 % 2 a 10
BASOFILOS 0 % RAROS
NEUTROFILOS 11396 / mi 3000 - 11000
LINFOCITOS 3080 /ml 1000 - 5000
MONOCITOS 462 / ml 200 - 1500
EOSINOFILOS 462 /ml 200 - 1500
BASOFILOS 0 / mi RAROS
PLAQUETAS 222000 / ml 200 - 400x 10°
Tabla 6

BIOQUIMICA resultado unidades valor de referencia
PROTEINAS TOTALES 6,79 g/d 56-7,1
ALBUMINA 2,31 g/dl 2,5-4,1

GLOBULINAS 4,48 g/d 1,9-3,6
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Tabla 7

HEMOGRAMA resultado unidades valor de referencia

HEMATOCRITO 43 % 37-55
HEMOGLOBINA  11.7 g/dl 12,7 - 16,3
GL. ROJOS 5.88 mill. / ml 5.2-6.57
V.C.M. 73.13 fL 64 -75
CHCM. 27.21 g/dl 33-36
H.CM. 19.9 pg 19.5-24.5
LEUCOCITOS 10500 / mi 6.0-17.0x 10°
NEUTROFILOS 71 % 60 a 77
LINFOCITOS 19 % 12 a 30
MONOCITOS 5 % 2 a 10
EOSINOFILOS 5 % 2 a 10
BASOFILOS 0 % RAROS
NEUTROFILOS 7455 / ml 3000 - 11000
LINFOCITOS 1995 /ml 1000 - 5000
MONOCITOS 525 / ml 200 - 1500
EOSINOFILOS 525 / ml 200 - 1500
BASOFILOS 0 / mi RAROS
Tabla 8

BIOQUIMICA resultado unidades valor de referencia
UREA 49 mg/ dl 21-60
CREATININA 0.97 mg /dl 0.5-15
PROTEINAS TOTALES 5.94 g/d 56-7,1
ALBUMINA 3.04 g/d 2,5-4,1
GLOBULINAS 2.9 g/d 19-3,6
BILIRRUBINA TOTAL 0.8 mg / dl 0.1-0.7
BILIRRUBINA DIRECTA 0.4 mg / dl
COLESTEROL 171.7  mg/d 120 - 260
ALT (GPT) 84.6 ul/L 25- 106
AST (GOT) 117.2 ul/L 16 - 50

Fosf. Alcalina 1427 uUl/L 12-122
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Tabla 9

HEMOGRAMA resultado unidades valor de referencia

HEMATOCRITO 52 % 37-55
HEMOGLOBINA 14.3 g/dl 12,7 - 16,3

GL. ROJOS 7 mill. / ml 5.2-6.57

V.CM. 72.29 fL 64-75
CHCM. 27.5 g/dl 33-36

H.C.M. 20.43 pg 19.5- 24.5
LEUCOCITOS 9760 / mi 6.0-17.0x10°
NEUTROFILOS 73 % 60 a 77
LINFOCITOS 16 % 12 a 30
MONOCITOS 5 % 2 a 10
EOSINOFILOS 6 % 2 a 10
BASOFILOS 0 % RAROS
NEUTROFILOS 7125 / mi 3000 - 11000
LINFOCITOS 1561 / ml 1000 - 5000
MONOCITOS 488 / m 200 - 1500
EOSINOFILOS 586 / ml 200 - 1500
BASOFILOS 0 / ml RAROS

Tabla 10

BIOQUIMICA resultado unidades valor de referencia
UREA 55 mg / dl 21-60
CREATININA 1.1 mg / d 05-1.5
PROTEINAS TOTALES 3.96 g/dl 56-7,1
ALBUMINA 2.22 g/dl 2,5-4,1
GLOBULINAS 1.74 g/dl 19-3,6
BILIRRUBINA TOTAL 0.62 mg / di 0.1-0.7
BILIRRUBINA DIRECTA 0.33 mg / dl

COLESTEROL 100.3 mg/dl 120 - 260
ALT (GPT) 443 ul/L 25 - 106
AST (GOT) 60.9 ul/L 16 - 50

Fosf. Alcalina 136.2 ul/L 12-122




Foto 1: Amastigotes de
Leishmania.

Foto 3: Lutzomyia longipalpis.

Fuente: wikipedia.org

Foto 5: Inflamacion del carpo izquierdo.
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Foto 2: Promastigotes de Leishmania.
Fuente: www.alimentacioncanina.com

Foto 4: Dermatitis en muslo derecho.

Foto 6: Atrofia de los musculos
temporales.
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Fotos 7 y 8: Ulceras en la unién muco-cutanea oral.

Foto 9: Ulcera en pulpejo del segundo
dedo del miembro toracico derecho.

Foto 11: Ampliacion de lesiones de la
foto 10.

Foto 10: Alopecia y lesiones vesiculo-
ulcerativas en dorso.

Foto 12: Onicogrifosis.
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Foto 13: Enfermedad degenerativa Foto 14: Corte histopatoldgico de las
articular de carpos. ulceras de la unién muco-cutanea oral.
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Foto 15 y 16: Histopatologia que muestra macréfagos con amastigotes de
Leishmania en su interior.
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Foto 17: Idem fotos 15y 16. Foto 18: PAAF de nodulo linfatico

popliteo donde se observan amastigotes
de Leishmania libres en el frotis.
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Foto 19: PAAF de nédulo linfatico Foto 20: Mejor estado general
popliteo, donde se observa macrofagos post-tratamiento.
con amastigotes internalizados.
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Fotos 21y 22: Mejoria post-tratamiento evidenciada por remision de Ulceras en
uniéon muco-cutanea.

Foto 23: Evolucién de lesiones del Foto 24: Cicatrizacion de ulcera del
dorso vistas en fotos 10 y 11 post- pulpejo de la foto 9 post-tratamiento.
tratamiento.
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Foto 25: Ulceras en mucosa gastrica

Foto 26: Contenido sanguinolento
en intestino delgado.
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