FIGURA 1. Artemisia annua.
Foto: B. Vanaclocha.
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Evaluacion de la
eficacia de un extracto
de Artemisia annua en
leishmaniosis canina

Resumen

En el presente trabajo se muestran los resultados de un estudio expe-
rimental, multicéntrico, no controlado, en el que se ha comprobado la
eficacia y seguridad de un extracto seco de Artemisia annua en perros
con leishmaniosis.

En el estudio participaron 34 perros, que recibieron una dosis media de
un extracto seco de Artemisia annua equivalente a 100 mg/kg/12 h de
hoja seca, en tandas de 9 dias seguidos de descanso de 7 dfas durante
tres meses. 24 de los perros fueron tratados Gnicamente con el extrac-
to de A. annua, los 10 restantes habian sido tratados con medicacion
convencional y tras sufrir recaidas se les administrd el extracto, sin
interrumpir el tratamiento con alopurinol (10 mg/kg/12 h). Los anima-
les fueron analizados al principio del tratamiento y a los tres meses
mediante evaluacion de los signos clinicos asociados a la enfermedad,
analisis de sangre y orina (en los casos que lo requerfan), y titulo de
anticuerpos (frente a Leishmania infantum por inmunofluorescencia
indirecta). En 24 de ellos, ademas, se midi6 |a respuesta inmune me-
diante ELISA 'y la carga parasitaria a través del método qPCR.

En todos los casos se observé una mejora clinica evidente y una dismi-
nucion de la carga parasitaria, sin apreciarse diferencias significativas
entre los casos tratados sélo con el extracto y aquellos que recibieron
ademas alopurinol, excepto una normalizacién mas precoz en el titulo
de anticuerpos en los animales suplementados con alopurinol.

La administracion del extracto no provocé efectos adversos en ninguno
de los animales.

En base a los resultados obtenidos A. annua podria postularse como
una alternativa terapéutica en leishmaniosis canina.
Palabras clave

Artemisia annua, leishmaniosis canina, Leishmania infantum, alopuri-
nol, anticuerpos, carga parasitaria, qPCR.
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Avaliacao da eficacia de um extrato de Artemi-
sia annua na leishmaniose canina

Resumo

0 presente trabalho mostra os resultados de um estudo
experimental, multicéntrico e ndo controlado no qual foi
verificado. a eficacia e seguranga de um extrato seco de
Artemisia annua em caes com leishmaniose.

Trinta e quatro cdes participaram do estudo e receberam,
por trés meses, dose média de extrato seco de Artemisia
annua equivalente a 100 mg/kg/12 h de folha seca, em
lotes de 9 dias, seguidos de 7 dias de repouso. Vinte e
quatro dos caes foram tratados apenas com o extrato de
A. annua, enquanto os 10 restantes, que estavam sendo
tratados com alopurinol (10 mg / kg / 12 h), receberam
adicionalmente o extrato ap6s sofrer recaidas. Os animais
foram analisados no inicio do tratamento e aos trés meses
pela avaliagdo dos sinais clinicos associados a doenga,
exames de sangue e urina (nos casos que exigiam), bem
como titulo de anticorpos (contra Leishmania infantum por
imunofluorescéncia indireta ) Em 24 deles, além disso, a
resposta imune foi medida por ELISA e a carga parasitéria
pelo método qPCR.

Em todos os casos foi observada melhora clinica evidente
e diminuigdo da carga parasitéria, nao havendo diferengas
significativas entre os casos tratados apenas com o extrato
e 0S que também receberam alopurinol, exceto por uma
normalizagdo mais precoce do titulo de anticorpos nestes
(ltimos.

A administragdo do extrato ndo causou efeitos adversos
em nenhum dos animais.

Com base nos resultados obtidos, o extracto de A. an-
nua pode ser postulada como alternativa terapéutica na
leishmaniose canina.

Palavras chave

Artemisia annua, Leishmaniose canina, Leishmania infan-
tum, alopurinol, anticorpos, carga parasitaria, gPCR.

Introduccion

La leishmaniosis canina es una enfermedad parasitaria
potencialmente mortal producida por protozoos del género
Leishmania. Se considera una zoonosis global, presente en
regiones del sur de Europa, Africa, Asia, América del Sur,
América Central y también se ha informado de casos en los
Estados Unidos de América, afectando hasta un total de
98 paises. En Europa afecta, de forma endémica, principal-
mente a los paises de la cuenca mediterranea. En Espafia,
la leishmaniosis canina es una enfermedad originada por L.
infantum, especie causante de leishmaniosis visceral, ca-
paz de infectar a animales y a seres humanos (FIGURA 2).

Fuente: www.fitoterapia.net/revista

Evaluation of the efficacy of an extract of Arte-
misia annua in canine leishmaniasis

Abstract

The present work shows the results of an experimental,
multicenter, not controlled study in which it has been ver-
ified the efficacy and safety of a dry extract of Artemisia
annua against leishmaniasis in dogs.

Thirty-four dogs participated in the study and received,
along three months, a mean dose of Artemisia annua dry
extract equivalent to 100 mg/kg/12 h of dry leaf, alternat-
ing periods of 9 days of treatment and 7 days of pause.
Twenty-four dogs were treated only with the A. annua
extract, while the remaining 10, which were being treat-
ed with allopurinol (10 mg/kg/12 h), were additionally ad-
ministered with the extract after suffering relapses. The
animals were analyzed at the beginning of the treatment
and at three months by evaluation of the clinical signs as-
sociated with the disease, blood and urine analysis (when
required), as well as titration of antibodies against Leish-
mania infantum by indirect immunofluorescence. In 24 of
them, immune response by ELISA and parasitic load by
gPCR were additionally measured.

In all cases, a clinical improvement and a decrease in the
parasite load were evidenced, with no significant differ-
ences between the cases treated with the extract alone
and those that also received allopurinol, except for an ear-
lier normalization of the antibody titer in the latter.

The administration of the extract did not cause adverse
effects in any of the animals.

Based on the results obtained, A. annua extract could be
postulated as a therapeutic alternative in canine leishman-
iasis.

Keywords

Artemisia annua, canine leishmaniasis, Leishmania infan-
tum, allopurinol, antibodies, parasitic load, qPCR.

El vector responsable de su transmisién es un diptero del
género Phlebotomus, conocido vulgarmente como fleboto-
mo o mosca de la arena, siendo £ ariasiy P perniciosus las
especies involucradas en la transmisién en nuestro pais.

La infeccién por L. infantum puede resultar insidiosa y
crénica, sin embargo, no en todos los casos es sinénimo
de enfermedad clinica. Por otra parte, existe una elevada
prevalencia de infeccion subclinica, y enfermedades con-
comitantes o estados de inmunosupresién pueden desen-
cadenar la progresion y desarrollo de la enfermedad clini-
ca. Por este motivo, el diagnéstico y tratamiento precoces,
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FIGURA 2. Ciclo de vida de Leishmania spp. Adaptado de Ladyofhats (licencia CC).

y sobre todo la prevencién con repelentes probados frente
a flebotomos, son fundamentales para su control.

Los signos clinicos asociados a la leishmaniosis canina
son multiples, pudiendo afectar a cualquier drgano, teji-
do e incluso liquidos corporales. Las manifestaciones mas
frecuentes son de tipo cuténeo, con aparicién de zonas
alopécicas locales o generales, dermatitis exfoliativa o
ulcerativa. También pueden aparecer signos generales
como vémitos, anorexia, pérdida de peso, esplenomegalia
o linfadenopatias, acompafiados de alteraciones analiticas
como hipoalbuminemia, hipergammaglobulinemia, ane-
mia, leucocitosis o leucopenia, entre otras.

Debido a la variabilidad de signos y sintomas y al amplio
rango de anormalidades analiticas, el diagnéstico diferen-
cial es complejo. De esta forma, es fundamental realizar
una buena exploracion fisica del animal, acompafada de
analitica sanguinea completa y de pruebas de laboratorio
para la deteccion de Leishmania mediante métodos tanto
inmunoldgicos como parasitolégicos o moleculares que
permitan determinar si se trata de un perro enfermo o solo
infectado'’.

El tratamiento convencional se basa en el empleo de far-
macos con accién leishmanicida (miltefosina y/o sales an-
timoniales), y leishmaniostética (alopurinol); sin embargo,
la aparicion de efectos adversos, recaidas o intolerancia
al tratamiento hace necesaria la bisqueda de alternativas
terapéuticas para el control de esta enfermedad tan de-
vastadora.

Fuente: www.fitoterapia.net/revista

Artemisia annua L., lamada popularmente ajenjo dulce o
ajenjo chino, es una planta medicinal perteneciente a la
familia de las Asteraceas. Entre sus diferentes principios
activos destaca la artemisinina (lactona sesquiterpénica,
presente en mayor proporcion en la parte aérea de la plan-
ta), con accién demostrada en pacientes humanos frente a
la malaria. Cabe destacar que la hoja desecada de A. anua
fue eficaz en casos resistentes al tratamiento con terapias
combinadas basadas en artemisinina y artesunato i.v. Pro-
bablemente, los flavonoides y otros constituyentes de la
droga potencian la eficacia de la artemisinina ? Tanto la
artemisinina como las fracciones n-hexanicas de hoja y se-
milla de A. annua han mostrado una significativa actividad
inhibidora tanto de los promastigotes como de los amasti-
gotes intracelulares de Leishmania donovani®®.

Objetivo del estudio

El objetivo de este ensayo ha sido comprobar la eficacia
de un extracto seco de hoja de A. annua en perros con
leishmaniosis en diferentes etapas de la enfermedad, asf
como su seguridad y la evaluacién del beneficio/riesgo de
su administracion.

Material y métodos

Descripcién de los animales de estudio

Se realiz6 un estudio experimental, multicéntrico no con-
trolado con 34 perros de ambos sexos (18 hembras y 16
machos) y distintas razas, procedentes de 6 zonas geogra-
ficas de Espafia y con un rango de edad comprendido entre
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los 6 meses vy los 13 afios. Los perros, diagnosticados de Leishvet " conforme a sus signos clinicos, alteraciones
leishmaniosis mediante un andlisis serolégico por IFl lle- analiticas y titulo de anticuerpos (TABLA 1).
vado a cabo en el mismo laboratorio externo (IDEXX labo- | 5 jdentificacion, procedencia, caracteristicas y tratamien-

ratorios), fueron clasificados en cuatro grupos (en funcion to recibido de cada uno de los animales del ensayo se
de los estadios de la enfermedad establecidos en la Gufa muestran en la TABLA 2.

TABLA 1. Distribucién de los de animales del estudio segtn el grado de la enfermedad y las caracteristicas analiticas y
clinicas de cada grupo.

Grupo N° | Caracteristicas

| (Leve) 7 Titulo de anticuerpos bajo.
Escasos signos clinicos.

Sin alteraciones analiticas.

Il (Moderada) 20 Titulo de anticuerpos bajo o alto.
Presencia de signos clinicos (principalmente cuténeos).

Algunas alteraciones analiticas asociadas (hipoalbuminemia, anemia no regenerativa,
hipergammaglobulinemia).

Exentos de dafio renal y proteinuria.

Il (Grave) 5 Titulo de anticuerpos alto.

Signos descritos las etapas anteriores, ademds de lesiones asociadas a depésitos de
inmunocomplejos (vasculitis, artritis, uveitis y glomerulonefritis)

Alteraciones analiticas incluidas en etapa moderada, acompanadas de enfermedad re-
nal crénica con proteinuria moderada.

IV (Muy grave) 2 Caracteristicas de los incluidos en el grupo Ill, ademas de sindrome nefrético con pro-
teinuria grave

TABLA 2. Descripcidn de los animales incluidos en el estudio. Se especifica el grado de la enfermedad, tipo de tratamiento, procedencia,
raza y sexo de los 34 perros incluidos en los 4 grupos del estudio.

Grupo | Tratamiento | Referencia * | Procedencia (E?’]Zg) Raza Sexo | Total animales
1 Ciudad Real 4 Mestizo H
2 Ciudad Real 3 Mestizo H
3 Ciudad Real 9 Mestizo H
AA 6 Ciudad Real 6 Mestizo M 7
9 Ciudad Real 8 Mestizo H
20 Pontevedra 9 Mestizo M
27 Pontevedra 5 Mestizo H

Fuente: www.fitoterapia.net/revista © Cita Publicaciones y Documentacion
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Grupo | Tratamiento | Referencia* | Procedencia (5222) Raza Sexo | Total animales
5 Ciudad Real 2 Bodeguero H
7 Ciudad Real 7 Mestizo M
10 Valladolid 2 Mestizo M
" Ciudad Real 10 | Cocker M
12 Pontevedra 6 Chihuahua M
13 Madrid 6 Bulldog francés H
AA 15 Madrid 6 Golden retriever H 13
16 Madrid 4 Galgo H
17 Pontevedra 12 Mestizo M
I 4 Ciudad Real 5 Boxer M
28 Ciudad Real 3 Labrador H
30 Madrid 5 Mestizo M
31 Pontevedra 1 Bulldog francés M
8 Ciudad Real 12 | Cocker H
19 Pontevedra 13 Cruce Sharpei H
23 Pontevedra 9 Schnauzer mini M
AA+AI 24 Pontevedra 2 Labrador H 7
32 Valencia 05 | Rottweiler M
33 Valencia 4 Mestizo M
34 Pontevedra 10 Mestizo H
25 Ciudad Real 8 Labrador M
AA 18 Pontevedra 7 Cruce pastor aleman H 3
. 14 Ciudad Real 12 Setter inglés H
21 Pontevedra 8 Terranova M
AA+A 2
22 Pontevedra 5 Mestizo M
AA 29 Malaga 6 Pastor aleman H 1
. AA+AI 26 Pontevedra 6 Pastor aleman H 1

* La referencia numérica de los animales viene determinada por su orden de entrada en el ensayo. AA: extracto de A. annua, Al: alopurinol.

Fuente: www.fitoterapia.net/revista
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Protocolo de administracion de Artemisia annua

El protocolo de administracion del tratamiento fue el mis-
mo en todos los perros, independientemente del estadio de
la enfermedad en el que estos se encontrasen.

El tratamiento consistié en un extracto seco 30:1 (disolven-
te no especificado) de A. annua, en dosis equivalentes a
100-500 mg de hoja seca por Kg de peso, 2 veces al dfa, al
menos 2 horas antes o después de las comidas, en tandas
de 9 dfas seguidos de descanso de 7 dias durante tres me-
ses. La mayorfa de los animales siguieron el tratamiento y
el control analitico hasta un afio.

Se estimé una dosis media equivalente a 100 mg/kg/12h
de droga vegetal. Debido a la dificultad para dosificar co-
rrectamente a animales con un peso inferior a 20 kg, los
perros 12, 17 y 23 recibieron dosis superiores, llegando a
administrar el equivalente a 500 mg/kg/12 h.

De los 34 perros incluidos en el ensayo (TABLA 2), 24 de
ellos fueron tratados Gnicamente con el extracto de A.
annua; los 10 restantes habfan sido tratados con medica-
cién convencional y tras sufrir recaidas se les administrg
el extracto, sin interrumpir el tratamiento con alopurinol
pautado por su veterinario (10 mg/kg/12 h) hasta pasados
6 meses; después continuaron el tratamiento (nicamente
con el extracto.

Parametros empleados en la monitorizacién de la
enfermedad

Para medir la eficacia del producto se evalud la progresion
de la enfermedad y el estado inmunitario de los animales
tanto al inicio del tratamiento (T ) como a los 3 meses (Ty,),
analizando los siguientes parametros:

- Signos clinicos (TABLA 3).
- Hemograma (TABLA 4).
- Bioguimica sérica (TABLA 4): proteinemia (proteinas to-

tales, albimina, globulinas), perfil renal (urea, creatinina,
UPC) y perfil hepético (GPT y fosfatasa alcalina).

- Proteinograma (TABLA 5).

- Urianélisis para valorar la presencia de proteinuria (TA-
BLA5).

- Titulo de anticuerpos (frente a Leishmania mediante in-
munofluorescencia indirecta, IFl) (TABLA 6).

Ademas, a los primeros 24 animales incluidos en el ensayo
(identificados con los nimeros 1 a 24) se realizaron prue-
bas adicionales (TABLA 6), llevadas a cabo por el Labora-
torio LeishmanCeres (Facultad de Veterinaria de Caceres),

Fuente: www.fitoterapia.net/revista

entidad con certificado de cumplimiento de Buenas Prac-
ticas de Laboratorio por parte de la Agencia Espafiola de
Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS). A los 10
animales restantes no se les pudieron realizar estos anali-
sis por su elevado coste, debido a la falta de financiacion.
Los andlisis adicionales realizados a estos 24 animales
fueron los siguientes:

- Andlisis inmunolégico para determinacién de anticuer-
pos (en sangre mediante la técnica inmunoenzimatica
ELISA © frente a antigeno total soluble (SLA) y frente a la
proteina recombinante PR de Leishmania infantum.

- Anélisis molecular para la cuantificacién de la carga pa-
rasitaria mediante el método de PCR a tiempo real (qPCR)
en muestras de sangre, pelo e hisopado (de cerumen,
conjuntival o de lesién dérmica, segin la manifestacion
clinica de cada animal) © 7.

El seguimiento de la mayorfa de los animales del estudio
continudé mas alla de los 3 primeros meses de tratamiento,
realizandose en 29 de ellos chequeos clinicos, analiticas y
pruebas de laboratorio a los 6 y/0 12 meses posteriores.

FIGURA 3. Toma de muestra para analisis sanguineo. Foto: R. Te-
jada.
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TABLA 4. Evolucion de las analiticas sanguineas de los animales segun el grupo (grado de la enfermedad), valoradas al inicio del trata-
miento (T ) y a los 3 meses de terapia (T,). En el anélisis hematoldgico se evaluaron los parametros referentes a la serie roja, serie blanca
y plaquetas. En la bioquimica sérica se refleja la valoracion de los pardmetros renales y hepéticos.

Ref Hematologia Bioquimica sérica
Grupo | o | "eh SR. S.B. PLT Perfil renal | Perfil hepatico
(grado) animal
TO THD TO TED TO T&D TO T&D TO TL
1 N N N N N N N N N N
2 N N N N N N N N N N
| 3 N N N N N N N N N N
Lol M | 6 N N N N N N N N N N
eve 9 N | ND| N | ND| N | ND| N | ND| N | ND
20 1 N 1l N ! N N N N N
27 N N N N N N N N N Ny
5 N N N N N N N N N N
7 N N N N N N N N N N
10 N N N N N N N N N N
11 N N N N N N N N N N
12 | N N N " N N N N N
13 N N N N N N N N N N
R N N N N ! N N N N N
16 N N N N 1" N N N N N
17 ! N N N " N N N N N
! 4 ! N N N N N N N N N
11 GPT
(Moderada) 28 ! N N N N N N N A N
30 ! N N ! N N N N N N
31 N N N N N N N N N N
8 N N N N N N N N N N
19 N h "1 1 1 N N N N N
I REE N N N N N N N N N N
7R T N N N 1 N N N N N
AT 32 i N N 1 1 N N N N N
33 m N ! N N ! N N N N
34 N N N N N N N N N N
%5 | 1l N N N N N | tur | N N N
i A |18 N N N N N N N N N N
1w | N N N N N N N N N
Grave) =T 20 | 0y | N N N N N |l 11 | N | 11| N
+AL[ 2 N N N N N N N N N N
N
M| 29 |y N N N N N | T N N
% 11 Cre N
(Muy grave) | AA U] U
26 N N N N N N N
+Al H 11 Cre | 1Cre

Fuente: www.fitoterapia.net/revista
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TABLA 4. CONTINUACION.

AA: extracto de A. annua, Al: alopurinol. Valoracién: ND: No Determinado; N: Normal. |: ligeramente disminuido, ||: moderadamente
disminuido, | | |: muy disminuido, 1: ligeramente aumentado, 11: moderadamente aumentado, 111: muy aumentado.

SR (serie roja, eritrocitos,10° /ulL). N: 5,39-8,7; |:<5,39-4,5; | |: <45-4; || |:<4;1:>87-9; 11:>995; 111:>9,5.

SB (leucacitos, 10%/uL). N: 4,9-17,6; |: <4,9-4,5; | |:<4,5-35; || |:<35; 1:>17,6-18; 11:>18-20; 111: > 20.

PLT (plaquetas, 10°%/uL). N: 143-448; |: < 143-130; | |: < 130-100; | | |: < 100; 1: > 448-460, 11: > 460-550; 111: > 550.

Urea (mg/dL). N: 21-59, 1:>59-79, 11:>79-99, 1171:>99.

Crea (creatinina, mg/dL). N: 0,5-1,5; 1:>1,5-2.5; 11:>2,5-4; 111:> 4.

GPT (UI/L). N: 26-89, 1: > 89-180; 11: > 180-300; 111 > 300.

FA (UI/L). N: 13-105; 1: > 105-250; 11: > 250-400; 111: > 500.

TABLA 5. Resultados del proteinograma y uriandlisis al inicio (T ) y a los 3 meses (T,). En el proteinograma se muestran los valores de
protefnas totales, albimina y globulina.

Proteinograma Urianalisis
Tto. Ref. —
Grupo Recibido | Animal Pt Alb Glob Proteinuria
T, 1, T, Uy T, 1, T, T90
1 N N N N N N ND ND
2 N N N N N N ND ND
| 3 N N N N N N ND ND
AA 6 N N N N N N ND ND
(Leve) 9 N N N N N N ND ND
20 ! N ! ! 1 N ND ND
27 N N N N N N ND ND
5 N N N N N N ND ND
7 1 1 N N N N ND ND
10 1 N N N ) N ND ND
1" 1 N N N N N ND ND
12 ™ N 1 N ) N ND ND
13 N N N N N N ND ND
AA 15 N N 1 N N N ND ND
16 N 1 1l ! 1 1 ND ND
17 N N N N N N ND ND
I 4 ™M N 1 N "M N ND ND
(Moderada) 28 1 1 N l 1 1 ND ND
30 N N N N N N ND ND
31 N N ! N N N ND ND
8 1 N Ll N " N ND ND
19 1 1 L ! " N ND ND
23 N N N N N N ND ND
AA+AI 24 1 N Ll N 1 N ND ND
32 N N ! N 1 N ND ND
33 1" 1 ! 1 1" 1 ND ND
34 N N N N N N ND ND

Fuente: www.fitoterapia.net/revista © Cita Publicaciones y Documentacion
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Proteinograma Urianalisis
Tto. Ref. —
Grupo Recibido | Animal Pt Alb Glob Proteinuria
T, Ty, T, Ty, T, Ty T, T90
T
2 1 Lo oW w N N ey | N
" "
AA 18 N N Ll N N N (1.47) (1.66)
Il " 1
(Grave) 1 ! N W N ! N (1,22) | (0.87)
21 i N N N N N (1TUT3) N
AA+AI lT
22 N N ! N 1 N (1.26) N
m T
v AA 29 " N Ll N ™ N (152) (1
(Muy grave) " "
AA+AI 26 N N Ll l N N 52) 2

TABLA 5. CONTINUACION.

AA: extracto de A. annua, Al: alopurinol. Valoracion: ND: No Determinado; N: Normal. Valoracién: ND: No Determinado; N: Normal. |: lige-
ramente disminuido, | |: moderadamente disminuido, || |: muy disminuido, 1: ligeramente aumentado, 11: moderadamente aumentado,

111: muy aumentado.

Pt (proteinas totales, g/dl). N: 4,8-7,8; |:<4,8-45; | |:<45-4; | ||: <4 1:>7,8-8,11:81-9; 111:>9,1.

Alb (albimina, g/dl). N: 2,87-4,76; |:>2,87-25; | |:<25-2; | | ]|:<2.

Glob (globulina, g/dl). N: 2,06-5,06; |: < 2,06-2; | |:<2-1,5; |||:<15; 1:>5,06-5,5 11:>55-6; 111: > 6. Proteinuria (ratio proteina/
creatinina en orina): ausencia: < 0,2; borderline: 0,2-0,5; proteinuria > 0,5); 1: 0,5-1; 11:> 1-1,5; 111: > 1.5.

Resultados y discusion

Grupo I: animales con enfermedad leve

Los 7 perros incluidos en este grupo se trataron Gnicamen-
te con extracto de A. annua.

En los perros 6, 20 y 27 se observd una clara disminucion
en el titulo de anticuerpos, determinados por IFl (TABLA
6) a los 3 meses. Los animales se siguieron monitorizan-
do hasta un afio después, observandose en el 20 y el 27,
valores negativos de anticuerpos (analizados mediante IFI
(titulo de 1/40) y en el 6 ausencia de carga parasitaria me-
dida por qPCR (TABLA 6).

Los perros 1, 2 'y 3 evolucionaron bien al inicio del trata-
miento. En el perro 1, sin embargo, se observé a los 3 me-
ses un ligero aumento en los valores de anticuerpos (medi-
dos por ELISA), hecho que pudiera explicarse por la falta de
administracion del extracto por parte del propietario, quien
aleg6 que al no presentar el animal sintomatologia clinica,
no lo vefa necesario.

Fuente: www.fitoterapia.net/revista

En los perros 2 y 3 se observd a los 3 meses un recuento
positivo de pardsitos en hisopo. Estos animales sufrieron
diferentes procesos patolégicos que desencadenaron una
progresion de la enfermedad: accidente traumético (animal
2) y ehrlichiosis (animal 3) que derivaron en aumento en
el titulo de anticuerpos, de la carga parasitaria en sangre
o piel y sintomatologfa clinica mas de 6 meses después.
En los casos 2 y 3 se traté de forma independiente cada
uno de los procesos concomitantes y se instaurd una dosis
de extracto de 500 mg/kg/cada 12 horas. Un mes después
de instaurada la nueva pauta de tratamiento, la disminu-
cién de la sintomatologia clinica fue evidente. Tres meses
después del segundo tratamiento pautado, la carga para-
sitaria fue escasa en el animal 2 (el recuento de parasitos
en pelo pasé de 834,53 pp a ser negativo y en hisopo de
139.410,75 pp a 825,06 pp), en el animal 3 la carga para-
sitaria fue negativa. El titulo de anticuerpos (descendié de
1/320 a2 1/160 y de 1/320 a 1/80 respectivamente).

© Cita Publicaciones y Documentacion
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El perro 9 abandoné el estudio antes del control de los tres
meses porque el duefio refirié un estado 6ptimo del animal
y no queria someterlo a mas pruebas.

Grupo Il: animales con enfermedad moderada

La sintomatologia clinica asociada (TABLA 3), tanto en los
animales tratados solo con el extracto como en aquellos
que recibieron también alopurinol, remitié totalmente tras

Revista de Fitoterapia 2021; 19 (1): 43-60 | 57

tres meses de tratamiento, observandose una mejorfa no-
table durante el primer mes (FIGURAS 4y 5).

Las alteraciones analiticas (TABLA 4) se normalizaron tanto
en los tratados solamente con extracto como en los que
se afadid alopurinol. El perro ndmero 19 presentaba una
importante leucocitosis que, si bien mejord a los 3 meses
hasta ser leve, necesitd un mes mas para normalizarse.

FIGURA 4. Animal 8 (Grupo l): lesiones alopécicas descamativas en la zona periocular y en la extremidad anterior derecha, antes del

tratamiento (A, B). Mejora evidente despues del tratamiento (C, D).

Fuente: www.fitoterapia.net/revista
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FIGURA 5. Animal 19 (Grupo Il): caquexia (19,1 Kg) antes del tratamiento (A). Recuperacion (26,7 Kg), tres meses después (B).

El proteinograma (TABLA 5) mejord progresivamente tanto
en los animales tratados con extracto de A. annua como en
los tratados con extracto y alopurinol. Todos estos anima-
les siguieron controlandose, y se observé una normaliza-
cién de los valores en el proteinograma tras seis meses de
tratamiento. EI urondlisis en estos perros no se realizd por
no presentar alteraciones en el perfil renal.

En cuanto a la evolucién de la respuesta de anticuerpos
por IFI (TABLA 6), en la inmensa mayoria de los casos se
observé una disminucion (perros 4, 5, 7, 8, 13, 15, 19, 23,
24, 28 y 30), permanecié mas o menos inalterada (perros
1,2,3,12,16, 31y 32), e incluso fue negativa (perros 10y
34) Si comparamos estos resultados con los obtenidos en
los anélisis inmunoldgicos por ELISA observamos que en
los perros 5, 12, 13, 15y 16 hay un aumento en los valores
obtenidos a los 3 meses. Los cuatro Gltimos perros fueron
diagnosticados posteriormente de diferentes patologias
que pueden afectar al sistema inmune per se o bien por
el efecto del tratamiento de eleccién para su resolucion:
el perro 12 fue diagnosticado de enteritis linfoplasmocita-
ria severa. A los perros 13y 15 se les diagnosticd atopia
y fueron tratados durante meses con oclacitinib maleato,
potente inhibidor de las enzimas Janus quinasa (JAK), que
puede inhibir no sélo las citoquinas proinflamatorias sino
también aquellas implicadas en la defensa del hospedador,
con sus potenciales efectos no deseados. El perro 16 fue
diagnosticado de toxoplasmosis.

Fuente: www.fitoterapia.net/revista

En referencia a la carga parasitaria (TABLA 6), se obser-
va en todos los casos una disminucién evidente en cada
una de las muestras procesadas, llegando a negativizarse
en muchos casos. Sélo en el perro 5 observamos un leve
aumento en el nimero de paréasitos estimados en hisopo
de oido.

El perro 17 abandond en los primeros meses por dificultad
en la administracién del tratamiento; sin embargo, se ha
incluido porque a pesar de no tener resultados inmunol6-
gicos, su control hematoldgico a los tres meses fue muy
satisfactorio, asf como su sintomatologfa clinica.

Grupo Ill: animales con enfermedad grave

La mejora en la sintomatologfa clinica (TABLA 3) fue evi-
dente durante el primer mes, hasta remitir en los tres pri-
meros meses de tratamiento en todos los perros, tanto en
los 3 tratados solo con extracto como en los dos a los que
también se les administré alopurinol (FIGURAS 6y 7).

Las alteraciones analiticas (TABLA 4) se normalizaron a los
3 en ambos grupos.

La mejora en los resultados en el proteinograma (TABLA
5) es evidente a los tres meses de tratamiento tanto en
los animales tratados con el extracto de A. annua como en
los que se afiadi6 alopurinol; la normalizacién en ambos
grupos se produjo tras seis meses de tratamiento.

En referencia a la proteinuria (TABLA 5), observamos que,
después de 3 meses de tratamiento, en los perros 14y 18
descendié mientras que en los perros 21, 22 y 25 remitié
completamente.

© Cita Publicaciones y Documentacion
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FIGURA 6. Animal 4 (Grupo Ill): caquexia (26,6 Kg) y lesiones descamativas generalizadas antes del tratamiento (A). Condicion corporal

recuperada (36,4 Kg), tres meses después (B).

A

FIGURA 7. Animal 22 (Grupo IlI): vasculitis periférica (A) y seborrea (B) antes del tratamiento. Recuperacién de las lesiones dérmicas y el

estado general, tres meses después (C).

En cuanto a la respuesta inmunoldgica (TABLA 6), se ob-
servé en todos los casos una disminucién del titulo de
anticuerpos medidos por IFl (asi como por ELISA en los ani-
males 21y 22) salvo en el perro 14, en el que observamos
un aumento del nivel de anticuerpos con ambas técnicas;
este animal padecia una enfermedad crénica respiratoria
antes de su diagnéstico clinico de leishmaniosis y, aunque
la sintomatologia clinica asociada a la misma mejoré, no
pudimos continuar controlando su evolucién debido a la
decision del propietario de realizar eutanasia humanitaria
por su patologia respiratoria antes de realizar el siguiente
control analitico mas alla de los tres meses.

La carga parasitaria (TABLA 6), descendid en todos los ani-
males tras tres meses de tratamiento, llegando a hacerse

Fuente: www.fitoterapia.net/revista

negativa en todas las muestras analizadas en el caso de
los perros 21y 22.

En los animales 26 y 29 se observé mejorfa en la sintomato-
logfa clinica (TABLA 3) tras tres meses de tratamiento, aun-
que la evolucion favorable fue evidente ya a los dos meses.

Las alteraciones analiticas tanto sanguineas (TABLA 3)
como de orina (TABLA 5) mejoraron de forma progresiva en
los tres primeros meses de tratamiento hasta ser estables
a los seis. Es necesario mencionar que dicha estabilidad
no supone una normalizacién absoluta, ya que los perros
incluidos en esta fase suelen presentar sindrome nefrético
asociado; sin embargo, la mejora permite un mayor indice
de supervivencia, asf como mayor calidad de vida; hasta el

© Cita Publicaciones y Documentacion
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punto de que ambos perros siguen vivos y estables un afio
y medio después. Por supuesto, en estos casos el control
del dafio renal asociado es fundamental una vez diagnos-
ticado. La principal diferencia en la evolucién clinica se
observé en la mejora en el proteinograma (TABLA 5) siendo
mas rapida en el caso del perro al que se administré alopu-
rinol junto al extracto.

En ambos animales la evolucién de la respuesta inmunita-
ria se analizé inicamente mediante IFI (TABLA 6). Con esta
técnica inmunoldgica se observd un descenso en el titulo
de anticuerpos, si bien no son perceptibles en los valores
de la IFl del perro 26, si pueden apreciarse en los valores
de ELISA equivalentes determinados en laboratorio exter-
no, de forma que en el primer control el valor de la ratio
fue de 7,6 y tres meses después la ratio fue de 5,4 (ambos
valores tienen una equivalencia de titulos de anticuerpos
en IFl mayores a 1/1280). Debido a localizacién geogréfica
0 a la imposibilidad a la hora de recoger las muestras ade-
cuadamente, no se pudieron realizar las mediciones inmu-
noldgicas por ELISA (SLA/PR) ni de la carga parasitaria en
ninguno de estos dos animales.

Seguridad

No se reportaron efectos adversos tras la administracién
del extracto durante el tiempo del estudio. Los propietarios
de los perros que abandonaron el ensayo antes de 3 meses
(animales 9 y 17) refirieron dificultad para administrar el
protocolo pautado, pero no notificaron ningin efecto ad-
verso durante el tiempo en que los animales recibieron el
tratamiento.

Conclusiones

La administracion del extracto de A. annuano provocé efec-
tos adversos en ninguno de los animales que participaron
en este ensayo. Aunque el estudio revela datos obtenidos
durante tres meses, la mayorfa de los animales siguieron
tratdndose y controlandose analiticamente hasta un afio
después sin reportar efectos secundarios asociados.

En todos los casos se observd una mejora clinica evidente
a los tres meses de tratamiento, sin apreciarse diferencias
entre los casos tratados sélo con el extracto y aquellos que
recibieron ademés alopurinol, excepto una normalizacién
mas precoz en el titulo de anticuerpos en los animales su-
plementados con alopurinol.

En los 24 animales en los que se analizd, la disminucién
de la carga parasitaria fue evidente a los tres meses, no
detectandose parésitos en ninguna de las muestras (san-
gre, piel, pelo, cerumen, etc.) en los controles realizados
tras seis meses de comenzado el tratamiento, tanto en los

Fuente: www.fitoterapia.net/revista

perros tratados solo con extracto como en los que se afia-
dié alopurinol.

A tenor de los resultados obtenidos, Artemisia annua es
una alternativa terapéutica a considerar en el tratamiento
y control de la leishmaniosis canina; sin embargo, son ne-
cesarios futuros estudios que impliquen un mayor ndmero
de animales, y la inclusién de grupos control.
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