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Biomarcador clinico para leismaniosis canina: inmunocomplejos circulantes

La leishmaniasis canina (CanL) es una zoonosis causada por Leishmania infantum (L. infantum),
en la que los perros son el principal reservorio de la infeccion.
Perros infectados incapaces de controlar la infeccién desarrollan una fuerte respuesta humoral
con elevados niveles de anticuerpos que, junto a los antigenos del parasito, forma los inmunocom-
plejos circulantes (CIC). Cuando los CIC se depositan en drganos y tejidos, producen diferentes
manifestaciones clinicas entre las que se pueden incluir como vasculitis, uveitis, dermatitis y es-
pecialmente glomerulonefritis e insuficiencia renal.
En los ultimos afios se ha descrito un método para detectar los niveles de CIC en suero de perros
infectados, estableciéndose una correlacién positiva entre éstos y la gravedad de la enfermedad.
Ademas, se ha establecido una correlacién entre los niveles de CIC y los pardmetros mas usados
en la préctica clinica actualmente. En este sentido, se ha confirmado que los valores de CIC son
mayores en perros con elevado titulo de anticuerpos (p<0,0001, r=0,735), anemia (p<0,0001), dis-
proteinemia (p<0,0001) y proteinuria (p=0,004).
Los animales tratados que respondieron bien al tratamiento mostraron niveles decrecientes de
CIC (p<0,0001), mientras que aquellos que no responden al tratamiento o tienen recaidas, mantie-

nen niveles elevados.

Segun los resultados obtenidos, se puede confirmar que los CIC son un biomarcador con valor
diagnostico y pronostico y una herramienta complementaria de gran utilidad para monitorizar la
progresion de la enfermedad, la eficacia del tratamiento y la deteccién de recaidas.
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INTRODUCCION

La leishmaniosis canina (CanL)
es una enfermedad zoonética
causada por el parasito Leishma-
nia infantum y transmitida por el
insecto vector Phlebotomus per-
niciosus' siendo el perro el prin-
cipal reservorio? siendo un serio
problema de salud tanto en veteri-
naria como en medicina humana.

En animales incapaces de contro-
lar la infeccién se desencadena
una fuerte respuesta humoral que
da lugar a titulos elevados de an-
ticuerpos?®. Estos anticuerpos (IgG
e IlgM), proteinas del complemen-
to y antigenos del pardsito forman
los inmunoclomplejos circulantes
(cio)~

La acumulacion de CIC provoca su
depdsito en 6rganos® 8, causando
diversas patologias entre las que
se incluyen el dafio rena” 8, con un
papel fundamental en el pronés-
tico de la enfermedad y esencial
para la estadificacion clinica®. Re-
cientemente se ha descrito que
la vacunacion contra la CanL, en
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caso de infeccién posterior, es ca-
paz de controlar la sintomatologia
grave y reducir la progresion de la
enfermedad, via reduccion de los
Clcro.

En este sentido, la cuantificacion
de CIC pue ser un biomarcador de
enfermedad tanto para diagndsti-
co, como para rastrear la progre-
sion de la enfermedad y la eficacia
del tratamiento™.

El objetivo de este estudio fue de-
terminar la presencia de CIC en
perros con CanL en diferentes es-
tadios de la enfermedad e inves-
tigar la correlacion con la progre-
sion de la enfermedad y la eficacia
del tratamiento.

MATERIAL Y METODOS
Poblacion experimental

Se incluyeron 44 perros del Hos-
pital Veterinario (Universidad
Complutense, Madrid) con con-
sentimiento informado de los
propietarios y clasificados segun
LeishVet[9].

Se incluyeron machos y hembras,
no vacunados frente a leishmanio-
sis ni tratados en los dos meses
anteriores con ningun farmaco lei-
shmanicida/leishmanistatico. Se
excluyeron perros infectados con
otros patdgenos vectoriales.

Aislamiento y cuantificacion de
cic

A partir del suero, los CIC se ais-
laron mediante precipitacion con
polietilenglicol (PEG). El precipita-
do se reconstituyé en solucién sa-
lina tamponada con fosfato (PBS)
0,01 M para su determinacion. La
cuantificacion se realizé6 mediante
ELISA Leishmania-especifico[12].
El valor de corte se establecié
como la media de OD+2dvst del
grupo control (sanos).

Tratamiento

El tratamiento fue determinado
por un veterinario especialista ba-
sandose en: historia clinica, exa-
men fisico y parametros bioquimi-
cos. Los perros infectados sanos
y los de estadio | no recibieron
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Figura 1: protocolo del estudio

tratamiento o Unicamente alopuri-
nol (10 mg/kg q12h durante 6-12
meses). Los perros en estadio Il
6 lll fueron tratados con una com-
binaciéon de antimoniato de me-
glumina (50 mg/kg q12h durante
28 dias) y alopurinol. En algunos
casos fue necesario la adminis-
tracion de prednisona (0,5 mg/
kg gq12h durante 3-4 semanas) en
estadio Ill para controlar el dafio
renal.

La respuesta al tratamiento y el
numero de recaidas se evalud du-
rante 12 meses. Los perros que
respondieron bien al tratamiento
mostraron una mejoria clinica y
en parametros laboratoriales, sin
recaidas. Se consider6 que los
perros no respondieron adecua-
damente al tratamiento cuando
experimentaron recaidas durante
el estudio 0 no mostraron mejoria.

Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se em-
pleé SAS v9.4 (SAS Institute Inc.
143 Cary, NC, EE. UU.), SPSS Sta-
tistics v.28 (SPSS Inc., Chicago, IL,
EE. UU.) y GraphPad Prism 10. La
significacion se estableci6 en p <
0,05.

Las variables empleadas para el
analisis fueron: edad (2-4 afios:
adulto joven, 5-8 afios: adulto
maduro, =9 afos: sénior), titulo
de IFAT (<200 negativo, 200-400
bajo, 800-1600 medio, >1600 alto)
y ratio albumina/globulina (A/G)

(>0,8 normal, 0,7-0,8 disproteine-
mia leve, 0,5-0,69; moderada; <0,5
grave).

Los valores de CIC presentaron
una distribucion no paramétrica.
(Kolmogorov-Smirnov, p<0,001).
El analisis comparativo entre va-
riables de diferentes grupos se
realiz6 mediante Kruskal-Wallis
(post-test Bonferroni). El andlisis
de las correlaciones ser realiz6
mediante el test de Spearman. La
capacidad de los CIC para identi-
ficar con precision la recaida se
calculé mediante el area bajo la
curva ROC (AUC).

RESULTADOS
CIC y clasificacion LeishVet

Al inicio del estudio, 15 perros
fueron clasificados como estadio
I, 20 como estadio Il, 9 como es-
tadio IlI/IV. Los perros en estadio
I mostraron niveles de CIC signi-
ficativamente mdas bajos que los
clasificados en los estadios Il y llI
(p<0,0001), sin diferencias entre
los grupos Il o 11l (p=0,485).

CIC e IFAT

Se detectaron diferencias signifi-
cativas en los niveles de CIC entre
los grupos con titulos de anticuer-
pos negativos, bajos, medios o
altos (p<0,0001). Se observé co-
rrelacién positiva entre CIC e IFAT
(r=0,735; p<0,0001).
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CIC y parametros laboratoriales

Se observaron diferencias signi-
ficativas en los niveles de CIC en
perros anémicos (p<0,0001) y una
correlacidon negativa entre el he-
matocrito y los CIC (r=-0,547).

Los CIC fueron significativamente
mas elevados (p<0,0001) en pe-
rros con hiperproteinemia. Ade-
mas, se encontré una correlaciéon
positiva entre CIC y proteina total
(r=0,533, p<0,0001).

Los perros con disproteinemia
mostraron niveles  significati-
vamente mas elevados de CIC
(p<0,0001), y una correlacion
negativa entre CIC y el ratio A/G
(r=-0,618). No se detectaron dife-
rencias entre los perros con dis-
proteinemia leve (p=1,0), mode-
rada (p=0,419) o grave (p=0,121).
Los perros con proteinuria limite
(UPC=0,2-0,5) presentaron niveles
de CIC superiores a los perros sin
proteinuria (UPC>0,5) (p=0,035,
r=0,172).

Los perros con hipoalbuminemia
mostraron niveles de CIC signifi-
cativamente elevados (p=0,02).
Se observé una correlacion nega-
tiva entre CIC y niveles de albumi-
na (r=-0,306).

Los animales con hiperglobulemia
(beta 0 gamma) mostraron nive-
les significativamente mas altos
de CIC (p<0,0001) y una correla-
cién positiva con los CIC (r=0,444
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y 0,720 para beta y gamma globu-
lina respectivamente).

CIC y respuesta al tratamiento

Los niveles de CIC disminuyeron
tras el tratamiento, detectandose
diferencias significativas en CIC
entre la primera (D0) y la dltima
visita (D360) (p=0,022).

Los 44 perros se clasificaron en
buenos y malos respondedores
(28 y 11 respectivamente; 5 aban-
donaron estudio). Los buenos
respondedores mostraron niveles
de CIC significativamente meno-
res que los malos respondedores
(p<0,0001).

CIC y recidiva

Los ocho perros que sufrieron
recaida/s presentaron niveles
de CIC significativamente mas
altos que los que no recayeron
(p<0,0001).

Los CIC se mostraron como un
discriminador de recaida (curva
ROC: AUC=0,808, p<0,0001), esta-
bleciéndose el valor de corte para
identificar una recaida en 1,539
OD (sensibilidad 82,4%; especifici-
dad 70,9%).

DISCUSION

Perros en estadios de enferme-
dad avanzada muestran niveles
de CIC mas altos’, asociados a
mayor riesgo de patologia, menor
calidad de vida y reduccion de su-
pervivencia's.

En 2019 Parody et al, propusieron
que los CIC podian ser un mar-
cador en CanL y desarrollaron un
método validado, siguiendo las
recomendaciones del NIH™, para
determinar sus niveles en suero.
Su especificidad y solidez mostra-
ron su utilidad como biomarcador
de diagnostico, progresion de en-
fermedad y eficacia de tratamien-
o',

Los valores de CIC fueron signifi-
cativamente mas bajos en perros
en etapas tempranas (estadio I)
que en estadios avanzados Il 6 ll1.
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La anemia es unade las anomalias
mas frecuentes en CanL, que esta
correlacionada con la gravedad
de los signos clinicos™ y la carga
parasitaria’. También la disprotei-
nemia se observa con frecuencia
siendo extremadamente util para
diagnostico y seguimiento de
CanL". En este estudio se obser-
v6 una correlacion entre los nive-
les CIC y el hematocrito (r=0,524),
las proteinas totales (r=0,507),
las globulinas beta (r=0,426) y
gamma (r=0,673), y el ratio A/G
(r=-0,647). Igualmente, los perros
con anemia y/o disproteinemia
presentaron niveles de CIC signifi-
cativamente mas elevados.

El IFAT es la referencia diagnoésti-
ca en Canl, y correlaciona con los
signos clinicos™™. Se demostré
que los perros con IFAT alto tienen
niveles de CIC significativamente
mas altos que los de titulo bajo
(p<0.0001) y una correlacion posi-
tiva entre CIC e IFAT (r=0,735).

Por otro lado, los buenos respon-
dedores presentaron niveles de
CIC significativamente mas bajos
en comparacién con los respon-
dedores deficientes (p<0,0001).
Sugiriendo que medir los CIC an-
tes y después del tratamiento po-
dria servir para evaluar eficacia.

Los perros que experimenta-
ron una recaida postratamiento
presentaron niveles de CIC sig-
nificativamente mas elevados
(p<0,0001). Esto se relaciona con
datos que indican que los inmuno-
complejos contribuye al estableci-
miento de infecciones crénicas en
ratdon y humanos?. Es importante
destacar que el analisis de la cur-
va ROC revel6 que los CIC eran un
buen discriminador de la recaida
(AUC=0,808) y que el punto de
corte 6ptimo para identificar con
precision la recaida era 1,539 OD.

CONCLUSIONES

Los niveles de CIC correlacionan
con las herramientas mas em-
pleadas para el diagnéstico de
CanL en veterinaria.

Los perros que mostraron una res-
puesta favorable al tratamiento
mostraron niveles de CIC en des-
censo. Por el contrario, los perros
gue mostraron una respuesta de-
ficiente al tratamiento y recaidas
clinicas recurrentes mostraron
niveles altos de CIC. En estos pe-
rros, la vigilancia es esencial para
permitir un tratamiento rapido y
especifico y prevenir dafios irre-
versibles en los 6rganos debido a
la deposicion de CIC.

El uso de CIC como un biomarca-
dor para monitorizar la progresién
de la enfermedad y la eficacia del
tratamiento en CanL es muy pro-
metedor.
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