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Abstract

Canine leishmaniasis is a vector parasitic disease caused by Leishmania infantum in the Mediterranean basin
that represents a frequent pathology in the veterinary clinic and a public health problem. Throughout history,
many plant products have been used to treat this disease in humans, which is why this paper reviews the use of
phytotherapy in canine leishmaniasis. First of all, the results of a bibliographic review of plant product studies
made in vitro and in vivo on the Leishmania infantum species are presented, with results of IC;, and relevant ef-
fectiveness. Secondly, research based on the Artemisia annua L. species is presented, as the literature shows that
preparations from various parts of this plant act upon different species of Leishmania and can be effective in the
treatment of canine leishmaniasis.
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Resumen

La leshmaniosis canina es una enfermedad parasitaria vectorial causada por Leishmania infantum. Se localiza en la
cuenca mediterranea y supone una patologia frecuente en la clinica veterinaria y un problema de salud publica. A lo
largo de la historia se han utilizado multiples productos de plantas para el tratamiento de esta enfermedad en huma-
nos. Por esta razén, en este estudio se lleva a cabo una revisioén del uso de la fitoterapia en la leishmaniosis canina.

Enla primera parte se presentan los resultados de la investigacion bibliografica de estudios de plantas realizados
in vitro e in vivo, centrada en la especie Leishmania infantum, con resultados de IC;, y efectividad relevantes.

En la segunda, la investigacion se basa en la especie Artemisia annua L., ya que la bibliografia muestra que prepa-
rados de diversas partes de esta planta tienen actividad sobre diferentes especies de Leishmania y efectividad en el
tratamiento de la leishmaniosis canina.
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Resum

La leishmaniosi canina és una malaltia parasitaria vectorial causada per Leishmania infantum. Es localitza a la conca
mediterrania i representa una patologia freqiient en la clinica veterinaria i un problema de salut publica. Al llarg de
la historia s’han utilitzat molts productes de plantes per al tractament d’aquesta malaltia en humans. Per aquest
motiu, en aquest treball es fa una revisié de I'is de la fitoterapia en la leishmaniosi canina.

Primerament es presenten els resultats de la recerca bibliografica d’estudis de productes de plantes realitzats in
vitro i in vivo, centrada en I'especie Leishmania infantum, amb resultats de IC;, i efectivitat rellevants.

En la segona part, la recerca es basa en 'especie Artemisia annua L., ja que la bibliografia mostra que preparats
de diverses parts d’aquesta planta tenen activitat sobre diferents especies de Leishmania i efectivitat en el tracta-
ment de la leishmaniosi canina.

Paraules clau: leishmaniosi canina, fitoterapia, Artemisia annua L.
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1. Introducci6 general/contextualitzacio

La leishmaniosi canina és una malaltia parasitaria causada per Leishmania infantum, un protozou
flagellat que es transmet vectorialment mitjangant I'activitat hematofaga del flebotom (Organitzacié
Mundial de la Salut, 2018). Els tractaments farmacologics actuals presenten alguns inconvenients,
com la llargada, el cost, els efectes adversos i la resisténcia als farmacs (Reguera et al., 2016). Tot aixo
fa que sigui necessari buscar alternatives per a la millora del tractament.

A causa de la meva formacié com a veterinaria, he volgut centrar aquest treball de final de grau
en la recerca d’estudis de preparats de plantes que tinguin activitat sobre Leishmania infantum i que
a la llarga puguin representar un complement o una alternativa en el tractament de la leishmaniosi
canina. Es per aixd que primerament es mostren els resultats de la recerca dels estudis de preparats
de plantes que presenten activitat sobre L. infantum in vitro i tot seguit els estudis rellevants de pro-
ductes de plantes realitzats in vivo, els quals podrien representar un complement per al tractament
de la leishmaniosi canina. Els resultats de la recerca in vivo mostren un article de Tejada (Tejada,
2016) en queé s’avaluen quatre casos clinics de leishmaniosi canina tractats amb un preparat d’Arte-
misia annua L. Es per aixd que s’aprofundeix en els articles que estudien I'activitat i I'efectivitat de
diversos preparats d’aquesta planta, i també el seu mecanisme d’acci6. Finalment, es presenta un cas
clinic real basat en I'experiencia personal, en el qual es valora el tractament de la leishmaniosi canina
amb un preparat d’Artemisia annua L.

2. Objectius
Els objectius d’aquest treball son:

¢ Fer una revisio sistematica dels estudis de productes de plantes publicats in vitro i in vivo
en Leishmania infantum i valorar la seva activitat.

e Fer una recerca bibliografica sobre els estudis realitzats in vitro i in vivo amb productes de
la planta Artemisia annua L. per valorar primerament la seva activitat i tot seguit la seva
possible efectivitat en el tractament de la leishmaniosi canina.

e Avaluar clinicament i de manera personal el tractament de la leishmaniosi canina amb un
preparat d’Artemisia annua L.

3. Materials i metodes

La recerca d’'informacio6 per dur a terme aquest treball s’ha basat en la consulta de llibres, revisions i
articles amb informaci6 rellevant sobre fitoterapia i leishmaniosi canina. Per a la localitzaci6 de les
fonts bibliografiques s’han utilitzat bases de dades com PubMed i cercadors bibliografics com Google
Academic.

En la recerca inicial es van usar paraules clau com «medicinal plant», «herbal extract» i «leish-
maniasis», en la qual es va aplicar el filtre «reviews» per tenir una visié amplia dels estudis fets al llarg
de la historia. Pel que fa als estudis in vitro, es van seleccionar els realitzats durant els ultims vint anys
i els que s’havien centrat en I'espécie Leishmania infantum. Per als estudis in vivo es van seleccionar
tots els que es van trobar fets en I'espécie canina. Durant la recerca es va trobar un estudi publicat per
Rosa Tejada en que es presenten quatre casos clinics de gossos amb leishmaniosi tractats amb extrac-
te de fulla d’Artemisia annua L. en la seva clinica veterinaria. Després de parlar amb l'autora com a
companya d’ofici, es va decidir buscar tota la bibliografia relacionada amb Artemisia annua L. i leish-
maniosi.
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Per a aquesta recerca es van utilitzar paraules especifiques com «Artemisia annua» i «Leish-
mania infantump, les quals es van combinar amb paraules més generals, com «Leishmania» i «Canine
leishmaniasis», per tal d’abastar el maxim d’informaci6. A partir d’aqui es van seleccionar els articles
que s’adequaven als criteris de recerca i permetien complir els objectius establerts.

4. Resultats i discussio
4.1. Leishmaniosi Canina

La leishmaniosi és un grup de malalties causades per diferents especies del genere Leishmania (Or-
ganitzacié Mundial de la Salut, 2018), protozous flagel-lats de I'ordre Kinetoplastida i familia Trypa-
nosomatidae.

Aquest parasit infecta el sistema fagocitic mononuclear del seus hostes mamifers i es transmet
mitjancant 'activitat hematofaga de les femelles flebotoms dels generes Lutzomyia (Nou Mén) i Phle-
botomus (Vell Mo6n) (Baneth et al., 2008).

A nivell mundial, hi ha unes setanta espécies de mamifers, incloent-hi els humans, considera-
des hostes vertebrats de diferents especies de Leishmania i algunes d’elles son reservoris del parasit.
El principal reservori per als humans és el gos, la qual cosa dona lloc a un problema veterinari i de
salut publica (Ribeiro et al., 2018).

4.1.1. Epidemiologia i distribucié

Laleishmaniosi canina és endémica en més de setanta paisos del moén, present a regions del sud d’Eu-
ropa, Africa, Asia, América del Sud, América Central i als EUA (Solano-Gallego et al., 2011). Dins d’Eu-
ropa es troba ampliament distribuida per la conca mediterrania.

A Espanya la leishmaniosi canina és causada per Leishmania infantum, inica espécie present
al pais i agent causal de la leishmaniosi visceral, cutania i mucocutania en humans (Aliaga et al,
2003). Aquesta especie és la que té major distribucié mundial i I'inica present en el Nou Moén i el Vell
Moén, on alguns autors prefereixen anomenar-la L. chagasi (Baneth et al., 2008). La leishmaniosi cani-
na visceral és endemica i la seva prevalenca varia segons la regié d’Espanya. Diferents estudis han
demostrat que la prevalenca varia entre el 4% i el 35% de gossos seropositius, tot i que molts d’ells
no desenvolupen la malaltia (1,5).

La distribucié de la malaltia presenta un patr6é bimodal, amb una prevalenga més elevada en
gossos de menys de tres anys i més de vuit (Solano-Gallego et al., 2011). Algunes races de gossos, com
les de boxer, cocker spaniel, rottweiler i pastor alemany, semblen ser més susceptibles al desenvolu-
pament de la malaltia, mentre que d’altres, com el ca eivissenc, rarament desenvolupen signes clinics
(Solano-Gallego et al., 2000).

4.1.2. Cicle biologic i transmissié
El cicle complet de la Leishmania té lloc en dos hostes: un vector flebotom que transmet la forma
flagel-lada, el promastigot, i un mamifer, on la forma intracel-lular amastigot es desenvolupai es repli-

ca (figura 1). Les femelles flebotoms sén I'iinic artropode adaptat per a la transmissi6 biologica de
Leishmania (Solano-Gallego et al., 2011).
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Quan una femella flebotom hematofaga pica un hoste parasitat, ingereix macrofags infectats
per les formes amastigots (formes rodones i no mobils). Dins del flebotom, el parasit es transforma
a l'estat flagellat promastigot, es multiplica per fissié binaria a I'intesti mitja i migra a l'intesti{ pro-
ximal i a la valvula faringia. Quan la femella hematofaga ingereix sang d'un altre hoste mamifer,
inocula els promastigots a la pell del nou hoste, on sén fagocitats per macrofags. En els macrofags de
I’hoste mamifer és on el parasit evoluciona a la forma amastigot i on es reprodueix de manera ase-
xual fins a produir la ruptura dels macrofags. El parasit es propaga mitjancant el sistema fagocitic
mononuclear a diferents organs, principalment a la melsa, el fetge, la medul-la ossia i els limfonodes
(Ribeiro et al., 2018).
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Figura 1. Cicle biologic de la leishmania (adaptacié de Tejada, 2016).

4.1.3. Manifestacions cliniques

La leishmaniosi canina és una malaltia sistemica que pot involucrar qualsevol organ, teixit o fluid cor-
poral i que es manifesta amb signes clinics inespecifics (Solano-Gallego et al, 2011). Presenta una
amplia varietat de formes cliniques i diferents graus de severitat, la qual cosa dificulta el seu diagnos-
tic en la practica clinica diaria. Les principals manifestacions cliniques i de laboratori de la malaltia es
resumeixen a la taula 1.
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TAULA 1. PRINCIPALS MANIFESTACIONS CLfNIQUES I DE LABORATORI
DE LA LEISHMANIOSI CANINA (Adaptacié de Solano-Gallego et al, 2011).

MANIFESTACIONS CLiNIQUES MANIFESTACIONS DE LABORATORI

Generals

Limfadenopatia generalitzada
Pérdua de pes

Augment o disminuci6 de la gana
Letargia

Mucoses pallides

Esplenomegalia

Poliuria i polidipsia

Febre

Vomits

Diarrea (incloent-hi colitis cronica)

Cutanies

Dermatitis exfoliativa no pruritica
amb o sense alopecia

Dermatitis erosiva ulcerativa
Dermatitis nodular

Dermatitis papular

Dermatitis postular

Onicogrifosi

Oculars

 Blefaritis (exfoliativa, ulcerativa o nodular)

i conjuntivitis
Queratoconjuntivitis
Uveitis anterior/endoftalmitis

Altres

Ulceres mucocutanies i de les mucoses

o lesions nodulars

Epistaxi

Coixesa

Miositis masticatoria atrofica
Desordres vasculars
Desordres neurologics

4.1.4. Mecanisme de la malaltia

Proteines sériques i electroforetograma
¢ Hiperglobulinemia
¢ Hipoalbuminémia
e Ratio albimina/globulina disminuida

CBC/hemostasia
¢ Anémia no regenerativa
 Leucocitosi o leucopenia
¢ Trombocitopatia
¢ Trombocitopenia
¢ Disminucié de 'hemostasia secundaria
i fibrinolisi

Perfil bioquimic/analisi d’orina
¢ Proteindria
e Azotemia renal
¢ Activitat enzimatica hepatica elevada

Pel que fa ala resposta immunitaria de I’hoste, existeix una dicotomia entre la resposta immunitaria cel-
lular Th1 ilaresposta humoral Th2. El desequilibri cap a un canté o cap a Ialtre inclinara la balanca cap
al’eliminaci6 dels signes clinics (Th1) o cap a la seva progressié (Th2) (Koutinas i Koutinas, 2014).

Tal com s’observa en la figura 2, 1a resposta Th1, amb la participacié de citocines interferé-y
(INF-y), factor de necrosi tumoral alfa (TNF-a) i interleuquina 12 (IL-12), comporta I'activaci6 dels
macrofags i 'eliminacié del parasit a través de la sintesi d’oxid nitric; en canvi, la resposta Th2, amb
la participaci6 d’interleuquina 4 (IL-4), interleuquina 10 (IL-10) i el factor de creixement transforma-
dor beta 1 (TGF-f), comporta una resposta humoral amb sintesi d'immunoglobulines, inactivacié
dels macrofags i disseminaci6 del parasit (Baneth et al., 2008).
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Figura 2. Regulaci6 de la resposta immunitaria en la infeccié per Leishmania
(adaptacié de Rodrigues et al., 2015).

4.1.5. Diagnostic

La leishmaniosi canina és una malaltia que presenta un quadre complex i inespecific, de manera que
moltes vegades una analitica rutinaria d’hemograma, perfil bioquimic i uroanalisi no permet diag-
nosticar-la. A més, els gossos amb leishmaniosi poden estar coinfectats amb altres malalties, la qual
cosa dificulta el diagnostic diferencial (Solano-Gallego et al,, 2011).

Els principals métodes de diagndstic descrits per a la deteccié de L. infantum sén de tres tipus:

¢ Serologics. El diagnostic de la leishmaniosi canina es pot fer mitjangant la detecci6 d’anticossos
especifics en sérum (IgG) i usant técniques serologiques quantitatives: enzimoimmunoassaig
sobre fase solida (Enzyme-linked Immunosorbent Assay, ELISA) i immunofluorescencia indirec-
ta (Immunoflurescensce Antibody Test. IFAT). Els tests qualitatius basats en la immunocromato-
grafia son facils i rapids d’usar, pero el seu rendiment no és dptim (Solano-Gallego et al., 2011).

e Parasitologics
— Citologia/histopatologia. La citologia és una técnica rapida i no invasiva que permet
la deteccid directa del parasit. Els principals patrons que podem trobar suggestius de
L. infantum en una mostra d’organs o fluids corporals son els segiients:

- Inflamacié macrofagica

- Inflamaci6 neutrofilica-macrofagica

- Inflamacié limfoplasmatica

- Hiperplasia reactiva en organs limfoides

- Nombre variable d’amastigots de Leishmania intracel-lulars o extracel-lulars.

Els principals inconvenients d’aquesta técnica sén que presenta una baixa sensibili-
tat, es necessita experiéncia per a la visualitzaci6 del parasit, no identifica I'estat immu-

nologic de 'animal i requereix altres métodes de diagndstic quan no es veu el parasit.

— Cultiu. El cultiu del parasit és una tecnica lenta i laboriosa, ja que requereix un mes per
al resultat i s’utilitza només en laboratoris de recerca.

¢ Moleculars. La deteccié de DNA de Leishmania en teixits per reaccié en cadena de la poli-
merasa (Polymerase Chain Reaction. PCR) permet un diagnostic sensible i especific de la
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infecci6. La PCR es pot realitzar amb DNA extret de teixits, sang, fluids corporals o elements
histopatologics. Segons Solano-Gallego et al. (Solano-Gallego et al, 2011), els assajos ba-
sats en la deteccié de DNA del parasit, anomenat DNA cinetoplast (kDNA), sén els més
sensibles per a la deteccié directa en teixits infectats. La PCR a temps real permet la quan-
tificacié de la carrega parasitaria de Leishmania en teixits de gossos infectats, la qual cosa
és util per al diagnostici el seguiment durant el tractament. Cal remarcar que la informacié
obtinguda per PCR sempre ha d’anar acompanyada de les dades obtingudes en 'avaluacié
clinicopatologica i serologica.

El diagndstic compatible amb leishmaniosi es confirma amb la preséncia d'un elevat
nivell d’anticossos en un gos amb signes clinics i/o anormalitats clinicopatologiques.

Enla figura 3 es resumeix el procediment que es duu a terme en la clinica veterinaria diaria per
diagnosticar la leishmaniosi canina.

Gos amb signes clinics i/o anormalitats clinicopatologiques compatibles

POSITIU Serologia
Elevada
Citologia/histopatologia sospita de
‘ Ic
4—“4—[ Preséncia d’amastigots ]
POSITIU

Considerar

LC altres

NEGATIU

confirmada diagnostics

Figura 3. Diagrama de flux per al diagnostic de gossos amb signes clinics sospitosos de
leishmaniosi canina (adaptaci6 de Solano-Gallego et al., 2011). LC: leishmaniosi canina.

4.1.6. Prevencio

La leishmaniosi canina és una malaltia vectorial i un problema de salut publica; per tant, el primer
que cal afrontar és la prevencié de la malaltia. Hi ha diverses presentacions farmaceutiques que con-
tenen insecticides, de les quals principalment s’utilitzen les pipetes de permetrina o flumetrinai els
collars impregnats de deltametrina.

La vacunacié també és una eina util, pero les poques marques comercials presents en el mercat
tenen una eficacia baixa, entre el 68-71% (Baneth et al., 2008). Com que cap dels sistemes de preven-
ci6 té un 100% d’eficacia, la millor forma de control és utilitzar la vacunacié juntament amb els insec-
ticides topics (Ribeiro et al., 2018).

4.1.7. Tractament

En medicina veterinaria, el tractament més freqiient per a la leishmaniosi canina és I'antimoniat de
meglumina (antimonial pentavalent) administrat per via subcutania cada 24 hores durant un mes a
una dosi de 100 mg/kg juntament amb I'allopurinol, administrat per via oral cada 12 hores a una

dosi de 10 mg/kg durant un minim de sis mesos. La duracid del tractament depén de la severitat de
la malaltia, la tolerancia individual als farmacs i la resposta clinica al tractament (Ribeiro et al., 2018).
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Els antimonials pentavalents son molecules hidrosolubles amb dificultat per ser absorbides per
via digestiva. L'activitat d’aquest farmac es basa en la reducci6 de SbY a la forma toxica Sb" per la forma
amastigot de Leishmania. Aquesta forma reduida causa la inhibicié enzimatica de diversos processos
metabolics essencials per al parasit i altera la balanc¢a redox de sulfur, responsable de la prevencié dels
efectes toxics de les espécies reactives d’oxigen (ROS) en el parasit. A més, el SB" competeix amb el
zinc en el seu lligam a proteines especifiques involucrades en les interaccions entre proteines d’acids
nucleics, fet que causa lafragmentacié del DNA responsable de 'apoptosi en trypanosomids. La reduc-
ci6 que pateix el SbY a Sb'" a nivell hepatic és responsable dels efectes toxics que presenten els antimo-
nials. Aquest farmac pot comportar dolor al lloc d’injeccié, tromboflebitis, desordres gastrointestinals,
nefrotoxicitat, hiperproteinemia esporadica i abatiment (Reguera et al., 2016).

L'allopurinol és un analeg de la base purica hipoxantina i un inhibidor enzimatic de la xantina-
oxidasa. Aquest farmac és metabolitzat pel parasit i actua inhibint la seva sintesi proteica. En tracta-
ments llargs presenta alguns efectes secundaris, com ara xantintria, mineralitzacié renal i urolitiasi
(Reguera et al., 2016).

La miltefosina és el farmac de segona elecci6 en la leishmaniosi canina, ja que s’ha vist que la
seva eficacia terapéutica en combinacié amb I'allopurinol és inferior.

Per altra banda, existeixen farmacs immunomoduladors que poden servir com a preventius o
per reduir el risc de desenvolupament de la malaltia. La domperidona estimula els mecanismes de
defensa innats i activa la resposta immunitaria Th1 i 'alliberament de IFN-y, IL-12 i TNF-a, que po-
tencien 'eliminaci6 del parasit (Ribeiro et al., 2018). S’administra per via oral a una dosi de 0,5 mg/
kg/ cada 24 hores durant quatre setmanes, segons la prevalenc¢a temporal de la zona endémica. Pel
que fa als efectes adversos, pot donar apatia i trastorns gastrointestinals (Reguera et al., 2016).

4.2. Fitoterapia i leishmaniosi

Els principals problemes que presenten els tractaments veterinaris actuals son la toxicitat, el cost, la
durada, els efectes adversos i la resisténcia del parasit als farmacs (Reguera et al.,, 2016). Tot aix0 fa
necessaria la recerca de nous tractaments per a la malaltia i la fitoterapia representa una alternativa
que pot arribar a ser segura, efectiva i economicament assequible.

4.2.1. Estudis in vitro

Al llarg de la historia s’han utilitzat moltes plantes medicinals per al tractament de la leishmaniosi. En
la recerca inicial basada en estudis realitzats in vitro amb productes de plantes es va observar que la
majoria d’estudis centrats a valorar la seva activitat s’han fet als paisos on la malaltia té la prevalenca
més alta i en I'espécie de Leishmania que afecta ’'huma en aquests paisos, principalment el Brasil, 'In-
diail'Iran. La bibliografia mostra que L. donovani, L. amazonensis i L. major sén les espéecies més inves-
tigades (Ullah et al,, 2016).

Enla taula 2 es resumeixen els resultats de la recerca centrada en estudis de fraccions i extrac-
tes de plantes in vitro en 'espécie Leishmania infantum. Tot seguit es comenten els aspectes més re-
llevants dels treballs recollits.

Primerament, s’observa que les parts de plantes més usades en els estudis son la fulla i, a con-
tinuacid, la part aéria (la qual inclou la fulla).

Per altra banda, es pot observar que els principals dissolvents utilitzats per a 'extracci6 de
productes de plantes sén el metanol i el clorur de metile.

Pel que fa a les condicions experimentals dels estudis, cal dir que la majoria s’han dut a terme
sobre la forma promastigot del parasit, mentre que la forma infecciosa del parasit és 'amastigot.
Sempre que sigui possible, els assajos s’haurien de realitzar en amastigots i en els macrofags com a
principal mitja d’experimentaci6, ja que és la céllula que manté la forma infectiva del parasit i, a més,
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permet fer estudis per a la valoracié de la toxicitat dels compostos. Tots els estudis s’han fet en les
condicions de pH i temperatura adequades segons la forma del parasit: els promastigots s6n actius a
un pH aproximat de 7 i sobreviuen a una temperatura de 22-26 °C. En canvi, els amastigots tenen la
capacitat de mantenir-se actius al pH acid dels macrofags, es desenvolupen in vitro a un pH de 5,0-5,5
i a una temperatura de 32-34 °C (Ullah et al., 2016).

Linterval utilitzat en tots els estudis es troba entre les 24 i les 72 hores. Un periode llarg per-
met descartar altres factors que poden afectar I'estudi i donen veracitat a 'experiment.

Els farmacs de control dels estudis son els principals usats per al tractament de la leishmaniosi
humana. En I'estudi realitzat per Coloma et al. (Gonzalez-Coloma et al., 2012) no s’indiquen els resul-
tats obtinguts en el farmac de control, la qual cosa no permet avaluar adequadament els resultats.

Les concentracions dels extractes utilitzades presenten una variabilitat elevada, ja que van des
d’'1 pg/mL finsa 179 mg/mL.

La millor manera de valorar I'efectivitat d'un compost sobre el parasit és valorarla IC;,, és a dir,
la concentracié de droga que causa el 50% de la inhibicié del creixement de la forma amastigot o
promastigot. Aquest parametre permet comparar diferents estudis sempre que s’hagin realitzat en
les mateixes condicions i concentracions. Cal indicar que en I'estudi realitzat per Weniger et al. (We-
niger et al., 2001) es va valorar 'efectivitat avaluant el moviment de parasits, la qual cosa implica
certa subjectivitat en el resultat.

D’entre els extractes de plantes que presenten valors de IC;, inferiors al farmac de referéncia
cal destacar les especies Berberis vulgaris L., Nigella sativa L., Spondias mombin L. i Vitis vinifera L.

En I'estudi realitzat per Mahmoudvand et al. (Mahmoudvand et al., 2014), el component pur ber-
berina aillat de la part aéria de Berberis vulgaris L. és el que presenta una activitat més elevada. Els resul-
tats de I'estudi mostren que la forma promastigot és més sensible a la substancia que la forma amastigot.
En I'estudi no es proposa cap mecanisme d’accio6 per a la berberina, pero Vennerstrom et al. (Venners-
trom et al, 2012) van demostrar que hi havia una disminucié de la carrega parasitaria en el fetge i una
disminuci6 de la mida de les tlceres in vivo en hamsters infectats per L. donovani i L. braziliensis.

Pel que fa aI'estudi amb la part aéria de Nigella sativa L. (Mahmoudvand et al., 2014), I'extrac-
te metanolic, 'oli essencial i el seu principal component, la timoquinona, mostren valors més baixos
de IC;, que el farmac de control. D’acord amb els autors, I'oli essencial de la part aeria de N. Sativa L.
podria inhibir la sintesi de DNA del parasit, a més d’estimular I'activitat fagocitica dels macrofags,
pero indiquen que calen estudis clinics per avaluar exactament la seva activitat biologica.

Accioly et al. (Accioly et al., 2012) confirmen la preséncia de tanins, antraquinones, flavonoi-
des, leucociadines i saponines en I'extracte aquds i metanolic de la fulla de Spondias mombin L., els
quals presenten una activitat més elevada que el farmac de control en la forma amastigot. L'extraccié
que va obtenir millors valors de IC, tant per a la forma promastigot com per a la forma amastigot va
ser la realitzada amb etilacetat i metanol en una proporci6 80:20.

En el cas dels extractes de fulla de Vitis vinifera L., els autors indiquen que I'extracte metanolic
té una concentracié més elevada d’antocianines que I'extracte aqués, la qual cosa podria indicar una
activitat més elevada en els promastigots de L. infantum (Mansour et al., 2013).

En la taula 2 s’ha fet émfasi en els extractes d’Artemisia spp. per tal de valorar la seva activitat in
vitro en L. infantum i aprofundir-hi en la segona part del treball. En I'estudi més antic, realitzat per
Martin et al. el 1998 (Martin et al., 1998), es conclou que Artemisia pedemontana conté lactones ses-
quiterpeniques i flavonoides. Tabari et al. (Tabari i Youssefi, 2016) demostren en el seu estudi que les
concentracions de 151 20 pg/mL d’oli essencial de la part aeria d’Artemisia sieberi son estadisticament
significatives en la inhibici6 del creixement de L. infantum, perd pel que fa al mecanisme d’accié indi-
quen que és desconegut. En I'estudi realitzat per Aloui et al. (Aloui et al.,, 2016)respectively. However,
antioxidant effects of both essential oils, determined by ferric-reducing antioxidant power (FRAP els au-
tors ressalten l'activitat antioxidant dels olis essencials de la part aéria d’Artemisia campestris i Artemi-
sia herba-alba, 1a qual podria afectar la viabilitat i la proliferacié dels promastigots de L. infantum.

Cal indicar que la composicié de cada génere d’Artemisia és variable, la qual cosa podria afec-
tar la seva activitat sobre L. infantum, pero la bibliografia mostra que és una espécie que podria tenir
certa activitat antiparasitaria i és per aixd que més endavant s’aprofundeix en aquest aspecte.
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4.2.2. Estudis in vivo

Després de I'analisi realitzada en els estudis in vitro es va procedir a la recerca d’estudis realitzats in
vivo en gossos infectats per L. infantum. En aquest cas, els resultats obtinguts van ser molt més limi-
tats, ja que la major part de la bibliografia es basa en assajos clinics en humans i, per tant, en les es-
pecies de Leishmania que I'afecten. A continuacié es presenten els estudis que s’han considerat més
rellevants per a I'is de la fitoterapia en gossos.

4.2.2.1. Novel Herbal Immunomodulator Drug (IMOD)

En l'estudi realitzat per Malmasi et al. (Malmasi et al., 2014) es va determinar l'eficacia i la segure-
tat de 'IMOD, un producte a base dels extractes etandlics de fruits dessecats de Rosa canina L. i de
les fulles i tiges dessecades d’Urtica dioica L. i Tanacetum vulgare L., que també porta seleni afegit.
Per cada litre de I'extracte final combinat s’afegeixen 16 mg de seleni i amb aix0 es realitza una fil-
tracio esterilitzant del producte (Novitsky et al., 2007).

En I'estudi de Novitsky et al. (Novitsky et al,, 2007), 1’ IMOD presenta potencial com a immuno-
modulador en pacients amb VIH, en els quals els autors observen disminucié de I'estrés oxidatiu,
reduccio del factor d’activitat de necrosi tumoral i millora dels limfocits T collaboradors (helper).
Segons els autors, 'IMOD presenta efectivitat en models experimentals de malalties basades en immu-
noinflamaci6 i reduccié de la taxa de mortalitat en pacients d’unitats de cures intensives sense efectes
mutagénics ni genotoxics.

En l'estudi realitzat per Malmasi et al. (Malmasi et al.,, 2014) es van utilitzar vint gossos sans
d’entre un i quatre anys, setze dels quals van ser infectat per via intravenosa amb un cultiu de Leish-
mania infantum procedent de la melsa d’un gos infectat. Els gossos es van dividir aleatoriament en
cinc grups: a) grup I: control negatiu, gossos no infectats; b) grup I1: tractament amb meglumina an-
timoniat (Glucantime®), 100 mg/kg/dia durant 30 dies; ¢) grup I1I: tractament amb Glucantime®, la
mateixa dosi que el grup 1, i infusi6 intravenosa d’IMOD, dosi de 2 mg/kg amb 100 mL DW (Dextrosa
in water) 5% durant 1 hora, cada dia durant un mes; d) grup 1v: infusié d’IMOD, mateixa dosi que el
grup 11I; e) grup V: control positiu, soluci6 salina fisiologica en gossos infectats.

Els animals van ser monitoritzats regularment amb una exploracio6 clinica, hematologia i sero-
logia els dies 30, 60,90 i 120 després de la inoculacié.

Els principals simptomes postinoculacié que van presentar els animals van ser perdua de pes,
limfadenopatia, pneumonia i letargia.

Resultats: En 'estudi s’observa que en el grup 15, tractat amb Glucantime®, alguns signes clinics com
la pneumonia desapareixen 60 dies després de I'inici del tractament. Les altres manifestacions, com
la limfadenopatia, la letargia i les lesions a la pell, van reapareixer 30 dies després del tractament. Es
va detectar una reducci6 del titol d’anticossos anti-Leishmania 60 dies després del tractament, pero
cap dels gossos no va presentar seronegativitat.

En el grup 111 (Glucantime® + IMOD) es va observar la remissi6 dels signes clinics 30 dies des-
prés del tractament. Els valors de I'hematologia i la bioquimica van ser normals i es va observar tam-
bé la disminucié d’anticossos anti-Leishmania, tot i que els animals no van presentar seronegativitat.
En aquest grup, els animals van mostrar millors condicions cliniques i una disminuci6 significativa de
la mida de la melsa en comparacié amb el grup 11.

En el grup 1v, en el qual es va administrar només IMOD, no es van observar efectes adversos i
I'avaluacié hematologica i bioquimica dels gossos va ser normal. Només es va observar una disminu-
ci6 de la mida de la melsa després d'un periode curt de terapia. Els autors creuen que aquest fet po-
dria esta associat a la disminucid de la carrega parasitaria. No obstant aixo, després de I'avaluacié
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parasitologica i per PCR, conclouen que en I'estudi realitzat I'IMOD no té efecte en I'eliminacié del
parasit.

El nombre d’animals utilitzat per a cada grup no és suficient per fer una analisi estadistica
significativa, pero, d’acord amb els autors, I'IMOD podria ser un adjuvant important en el protocol
anti-leishmania.

4.2.2.2. (-)-a-Bisabolol

(-)-a-bisabolol ((-)-6-metil-2-(-4-metil-3-ciclohexen-1-i1) 5-heptein-2-ol)) és un alcohol sesquiterpe-
nic monociclic insaturat i principi actiu d’olis essencials de diverses plantes, com ara Matricaria cha-
momilla L. o Tanacetum balsamita L. Té multiples activitats biologiques i beneficis terapeutics des-
crits, com la seva activitat antinociceptiva, antioxidant, microbicida, antineoplastica i antiparasitaria
(Vanaclocha i Canigueral, 2019).

En la tesi doctoral de Corpas (Corpas Lopez, 2015) s’utilitza aquest component en diferents
assajos in vivo. En tots ells es dissol en dimetilsulfoxid (DMSO) fins a obtenir la concentracié de-
sitjada i es barreja amb oli d’oliva per poder ser administrat per via oral.

¢ Primerament s’avalua I'efectivitat de 1'(-)-a-bisabolol en ratolins infectats experimental-
ment amb L. infantum. En I'estudi es fan sis grups de set ratolins cadascun i es tracten du-
rant 14 dies de la manera segiient:

e Grup de control (AO): 0,5 mL d’oli d’oliva per via oral

e Grup B50: 50 mg/kg de (-)-a-bisabolol diluits en oli d’oliva (volum final (VF) de 0,5 mL)

e Grup B200: 200 mg/kg de (-)-a-bisabolol diluits en oli d’oliva (VF de 0,5 mL)

e Grup B1000: 1.000 mg/kg de (-)-a-bisabolol diluits en oli d’oliva (VF de 0,5 mL)

¢ Grup de control de referéncia (G): 104 mg/kg d’antimoniat de meglumina (AM) per via in-
traperitoneal

e Grup de combinacié (BG): 104 mg/kg de AM per via intraperitoneal i 200 mg/kg de
(-)-a-bisabolol diluits en oli d’oliva (VF de 0,5 mL)

Resultats: En I'assaig es conclou que I'organ més parasitat va ser la melsa, amb unes carregues para-
sitaries fins a deu vegades superiors a les del fetge. En la melsa, el tractament amb (-)-a-bisabolol va
ser efica¢c a una dosi de 50 mg/kg, que va reduir la carrega parasitaria un 56%, la de 200 mg/kg va
reduir-la un 72% ila de 1.000 mg/kg, un 53%. En aquest cas, el tractament amb el producte de re-
ferencia no va ser efica¢c en aquest organ (p > 0,1), ni tampoc la combinacié entre aquest i I'(-)-a-
bisabolol.

En el fetge, I'(-)-a-bisabolol va ser eficag a una dosi de 50 mg/kg (83% de reduccio de la carre-
ga parasitaria) i a 200 mg/kg (89%). Tot i aixi, no va mostrar diferéncies estadisticament significati-
ves respecte al control sense tractament a la dosi més elevada, de 1.000 mg/kg. El tractament amb
AM va mostrar I'efectivitat habitual en aquest organ i va reduir un 89% la carrega parasitaria. El
tractament combinat d’(-)-a-bisabolol i AM va ser molt efica¢ (p < 0,01), ates que va reduir un 99,5%
la parasitacio del fetge, i va superar en eficacia el tractament amb producte antimonial en monotera-
pia. Pel que fa a la toxicitat, les dosis de 50 mg/kg i 200 mg/kg no van produir alteracions dels para-
metres bioquimics, pero en la dosi de 1.000 mg/kg es van observar alteracions dels parametres he-
patics, la qual cosa podria indicar hepatotoxicitat, segons I'autor.

Posteriorment es va fer 'avaluaci6 d’ (-)-a-bisabolol in vivo, per ala qual cosa es va administrar
per via oral en el tractament de la leishmaniosi canina adquirida de manera natural. Per a aquest es-
tudi es van utilitzar quatre gossos. El tractament es va considerar eficag en dos d’ells, ja que va dismi-
nuir la carrega parasitaria a la medulla 0ssia un 73% i un 100%, i va descendir també a la sang i al
gangli popliti, mentre que en el tercer gos les carregues parasitaries a la medul-la i al gangli van aug-
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mentar en I'analisi del dia 120. En el quart gos no es va trobar el parasit a la medul-la ossia al principi
de I'experiment, pero la carrega parasitaria va disminuir tant a la sang com al gangli popliti. L'autor
també va valorar la resposta immunoldgica, la qual va mostrar molt poca variaci6 entre abans i des-
prés del tractament. L'estat clinic va millorar en tots els gossos, especialment en aquells en que el
tractament va ser eficag.

4.2.2.3. Artemisia annua L.

Artemisia annua L. és una planta de la familia de les asteracies que ha estat usada durant més de dos
mil anys en la medicina tradicional xinesa com a antipiretic (Mesa et al., 2017). Les especies del gene-
re Artemisia han estat usades també en la medicina oriental per al tractament de la malaria, les helmin-
tiasis intestinals, la diarrea i com a sedant (Shahbazfar et al., 2012). Hi ha diversos estudis que demos-
tren l'efectivitat d’Artemisia annua L. en el tractament de la leishmaniosi, pero pel que fa a Leishmania
infantum la bibliografia és molt limitada. El1 2016 Rosa Tejada va publicar un article en que es presen-
ten quatre casos clinics de gossos amb leishmaniosi tractats amb extracte de fulla d’Artemisia annua L.
a la seva clinica veterinaria (Tejada, 2016). Els resultats de la recerca de tota la bibliografia relaciona-
da amb Artemisia annua L. 1la leishmaniosi es presenten a la taula 3 i a continuacié es comenten els re-
sultats classificats per espécie de Leishmania.

a) Estudis en Leishmania infantum

El resultat de la recerca basada en Artemisia annua L. i Leishamnia infantum demostra que no hi ha
estudis in vitro per valorar la seva activitat en aquesta espécie. Tal com s’ha comentat, pel que fa als
estudis realitzats in vivo en gossos infectats per Leishmania infantum destaca el treball realitzat per
Rosa Tejada (Tejada, 2016), en el qual es presenten quatre casos clinics de gossos amb leishmaniosi
tractats amb preparats a base d’Artemisia annua L. com a tractament complementari o dnic. En tots
els casos s’administra 1 g/10kg d’extracte o pols de fulla seca dos cops per dia, fora dels apats, en tan-
des de 9 dies i intervals de descans de 7 dies. En I'estudi es fa el seguiment terapéutic dels pacients
un mes i tres mesos després de comengar el tractament, amb una analitica completa, proteinograma
i, en alguns casos, PCR quantitativa de melsa.

Resultats: Segons I'autora, en els quatre casos es van evidenciar millores cliniques en les proves de la-
boratori i en els animals, i cap d’ells no va presentar recaigudes. Cal destacar que en un d’ells es va fer
una PCR per aspiracié en la melsa i el resultat va ser de 52.954 parasits/mL en la punci6 abans del
tractament, mentre que tres mesos després de 'inici del tractament amb A. annua L. 1a PCR va donar
un valor de 12 parasits/mL en la puncié. En dos dels quatre animals es va observar disminuci6 de la
ratio de Leishmania.

En cap d’ells es van observar variacions en els parametres hepatics i renals.
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b) Estudis en Leishmania donovani

Islamuddin et al. van demostrar el 2014 que I'oli essencial obtingut de fulles d’Artemisia annua L. té
una activitat significativa contra Leishmania donovani (Islamuddin et al., 2014). En els estudis in vitro
es va obtenir una IC,, de 14,63 pg/mL en els promastigots i una IC,,de 7,3 pg/mL en els amastigots.
Els autors van realitzar també un estudi in vivo en ratolins, en els quals es va observar una reduccio
parasitaria similar a 'aconseguida amb el farmac de control.

Pel que fa al mecanisme d’acci6 d’aquest oli essencial, els autors proposen un model basat en
la mort cellular programada (Programmed cell death, PCD), en el qual participen I'externalitzacié de
fosfatditilserina, la reduccié del potencial de membrana, la generacié d’especies reactives d’oxigen
(ROS) i la produccié d’'oxid nitric (NO), que comporten I'activacié d’endonucleases, les quals provo-
quen una fragmentaci6 del DNA i una pérdua de kDNA mitocondrial del parasit.

Aquest efecte es va demostrar in vitro i in vivo en Leishmania donovani en I'estudi realitzat
també per Islamuddin et al. el 2012 (Islamuddin et al., 2012), en el qual es va valorar 'activitat de
I'extracte n-hexanic de fulles (AAL) illavors (AAS). Per obtenir-lo es va extreure pols de fulles i llavors
amb solvents de polaritat creixent: n-hexa, etanol i aigua. El residu de I'extraccié amb n-hexa es va
assecar i es va extreure successivament amb etanol i aigua, i posteriorment es va dessecar i concen-
trar. Els resultats de I'activitat d’aquest extracte n-hexanic obtingut van ser una IC;, de 14,4 i 14,6 pg/
mL per a la fulla i la llavor respectivament en els promastigots, i una IC, de 6,6 i 5,05 pg/mL per a la
fulla i la llavor respectivament en els amastigots intracel-lulars.

Posteriorment, es van estudiar |'eficacia terapeutica i el mecanisme immunoestimulador per a
aquests dos preparats in vivo en ratolins (Islamuddin et al., 2015). Segons els autors, el tractament de
ratolins infectats per L. donovani i tractats amb AAL i AAS disminueix la carrega parasitaria i espléni-
caicomporta una reducci6 de la mida de la melsa. AAL i AAS causen un increment de la producci6 de
citoquines Th1 (IFN-y) i, alhora, una disminucié de les citoquines Th2 (IL-4 i IL-10). La potenciacié
de la via Th1 s’evidencia també en les céllules B produint nivells més elevats de IgG2 que de IgG1.
AAL i AAS també comporten un augment del nombre de céllules T CD4+ i TCD8+, limfoproliferacid,
autoregulaci6 de la coestimulacié de molécules (CD80 i CD86) en les céllules presentadores d’anti-
gen (APC) i generaci6 de NO. D’acord amb els autors, la cura i la resisténcia a la infeccié de L. donova-
ni es deuen a la mort parasitaria causada per AAL i AAS, 1a qual esta mediada per als efectes immuno-
potenciadors variant la proporcié Th1/Th2 a favor de I'hoste i amb la induccié de la immunitat
mediada per cellules.

c) Estudis en Leishmania (Viannia) panamensis

Mesa et al. (Mesa et al., 2017) també van fer diverses valoracions amb capsules d’Artemisia annua L.
en Leishmania (Viannia) panamensis. Aquestes capsules es van preparar polvoritzant fulles senceres
d’A. annua L. (80% fulles i 20% branques primes).

Primerament es va valorar I'activitat anti-leishmania in vitro en macrofags infectats per amas-
tigots intracellulars de L. (Viannia) panamensis i es va concloure que la pols de fulles d’Artemisia
annua L. presenta una activitat moderada amb valors de IC;, i ICy, de 48,07 pg/mL i 82,2 pg/ml,
respectivament (considerant ICs, i ICy, com les concentracions d’A. annua L. en pols de fulla que com-
porten un 50% i un 90% d’inhibicié de la infeccié parasitaria, respectivament). En I'estudi es consi-
dera que els valors de IC;, inferiors a 25 pg/mL indiquen activitat anti-leishmania, valors de IC, entre
25150 pg/mLindiquen activitat moderada i valors inferiors a 50 ug/mL indiquen abséncia d’activitat
anti-leishmania. EI control amb amfotericina B va presentar una activitat més elevada en amastigots
intracellulars de L. (V) panamensis, amb valors de ICs, i IC,, de 0,061 0,1 pg/mL, respectivament.

Tot seguit es va valorar la resposta terapéutica i la toxicitat d’Artemisia annua L. en pols de
fulles en sis hamsters amb leishmaniosi cutania experimental, tenint en compte I'evolucio de les lesi-
ons després del tractament en comparacié amb el tractament amb meglumina antimoniat (MA) i
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sense tractament. Els hamsters van ser tractats durant 30 dies amb una dosi de 500 mg/kg/dia i cinc
d’ells van curar-se, entenent com a cura la resolucid de la infecci6 amb reepitelitzacié completa de les
lesions cutanies. En el cas del tractament amb MA, tots els animals van ser curats i en cap d’ells no es
van detectar parasits vius. Pel que fa al grup dels no tractats, cap d’ells va ser curat durant el periode
d’estudi.

Cap dels animals en els grups de tractament va experimentar pérdua de pes. Al contrari, es va
observar un guany de pes en tots els hamsters, per la qual cosa els autors suggereixen que no es van
produir efectes toxics en els hamsters tractats amb A. annua L.

A nivell de laboratori, es van observar nivells similars de nitrogen ureic (Blood Urea Nitrogen,
BUN) i alanina-transaminasa (Alanine Transaminase, ALT) entre el grup de hamsters no infectats i els
infectats i no tractats. En canvi, el tractament amb MA va incrementar els nivells d’ALT a nivell hepatic.

En el mateix estudi també es va valorar la resposta de la pols de fulles d’Artemisia annua L. en
dos pacients amb leishmaniosi cutania no complicada. En aquest cas, els pacients van ser tractats
amb un total de 30 g per dia de pols de fulles d’A. annua L. durant 20 dies. Al final del tractament, les
ulceres es van reduir aproximadament un 20-35%. En els dos pacients la cura completa es va obser-
var el dia 45 després d’acabar el tractament (100% de tancament de I'ilcera i preséncia de cicatriu
en el lloc de la lesié). A més, els dos pacients no van patir efectes adversos.

Mesa et al. (Mesa et al.,, 2017) conclouen que els resultats de I'assaig biologic demostren que
I'administracié d’Artemisia annua L. en pols de fulla és facil i aparentment segura i eficag, i podria
servir com una opcié per al tractament de la leishmaniosi cutania no complicada. Recalquen que,
encara que s6n necessaris més estudis, s’'observa que la resposta terapéutica a aquest producte her-
bari es podria millorar augmentant la dosi o la freqiiéncia d’administraci6. D’acord amb els autors,
'efectivitat i la seguretat potencial d’A. annua L. en pols de fulles observades en I'estudi poden servir
com a evidéncia fonamental per considerar aquest producte com una alternativa per al tractament de
la leishmaniosi cutania i representen una oportunitat per a futures formulacions de productes fitote-
rapics en el tractament de la leishmaniosi cutania.

Després d’observar els estudis realitzats amb diferents preparats d’Artemisia annua L. es pot
concloure que tots tenen activitat sobre Leishmania infantum, encara que presenten valors de ICg,
superiors al farmac de control.

Segons els resultats observats, el preparat que té una activitat més elevada sobre la forma
amastigot és la fracci6 n-hexa de les llavors, seguida de la fraccid n-hexa de les fulles, amb valors molt
propers a la IC;, de I'oli essencial d’A. annua L.

Pel que fa als estudis in vivo, tots presenten resultats positius, ates que I’estat clinic de I'animal
millora en tots els casos. Cal ressaltar la reducci6 parasitaria que va presentar I'oli essencial d’A. An-
nua L., amb valors similars als del farmac de control.

La recerca realitzada demostra que Artemisia annua L. té activitat sobre diferents especies de
Leishmania i si es valoren els diferents mecanismes d’accid proposats pels autors, podria tenir efectes
positius en el tractament de la leishmaniosi canina. Tot i aixi, calen estudis in vivo en gossos per de-
mostrar el seu efecte.

4.3. Cas clinic: as d’Artemisia annua L. en Leishmaniosi Canina

Després de consultar la bibliografia sobre leishmaniosi i Artemisia annua L. 1 a causa de la meva feina
com a veterinaria al Centre Veterinari Moia, he tingut 'oportunitat de fer el seguiment d’'un cas de
leishmaniosi canina en el qual es va utilitzar un preparat d’Artemisia annua L. per al seu tractament.
El cas s’exposa a continuacid.

La Neula és una gossa de nou anys que va ser diagnosticada de leishmaniosi el desembre del
2017. L'animal presentava basicament simptomes cutanis recurrents i després de descartar altres
causes se li va fer I'analitica per al diagnostic de leishmaniosi. En la serologia van sortir uns valors
molt elevats (> 1/1.280, seropositiu molt alt) i una ratio Leishmania de 2,66, també elevada, per la
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qual cosa es va decidir seguir el protocol habitual per a la leishmaniosi tractant la gossa amb antimo-
niat de meglumina per via subcutania amb una dosi de 100 mg/kg/24h durant 30 dies i allopurinol
per via oral amb una dosi de 10 mg/kg/12h durant 6 mesos. La gossa va respondre bé al tractament
i no va presentar efectes secundaris greus, excepte polidipsia.

Al cap de mig any (agost 2018) es va fer una analitica de control i la ratio de Leishmania havia
disminuit, pero I'animal continuava sent seropositiu molt alt. En aquest moment i atesa la predispo-
sicié dels propietaris, se’ls va proposar introduir en la pauta terapéutica un preparat d’Artemisia an-
nua L. seguint el protocol descrit per Rosa Tejada (1 g/10 kg durant 9 dies i 9 dies de descans). Es va
fer certa variacié del protocol per tal de facilitar la pauta terapeutica als propietaris. El preparat en
qliestié consisteix en capsules d’extracte sec purificat de fulles d’Artemisia annua L. amb una relacié
droga-extracte 30:1.

Quatre mesos més tard (desembre 2018) la ratio de Leishmania havia disminuita 1,37 i la se-
rologia indicava que I'animal tan sols era seropositiu, per la qual cosa es va optar per retirar I'al-
lopurinol i usar el preparat d’Artemisia annua L. com a monoterapia.

ATabril del 2019 es va tornar a fer I'analitica i la ratio havia augmentat a 1,55 i ’animal passa-
va a ser seropositiu alt, per la qual cosa es va decidir introduir de nou I'allopurinol i fer la revaloraci6
al cap de sis mesos. En la taula 4 es presenten els tractaments utilitzats al llarg d’aquest periode i els
resultats obtinguts en les serologies.

TAULA 4. TRACTAMENTS UTILITZATS I RESULTATS DE LABORATORI DE LA RATIO
DE LEISHMANIA 1 DE LA SEROLOGIA DE LA NEULA.

Ratio de Leishmania | Anticossos Anti-Leishmania Seropositivitat

Desembre 2017 2,66 >1/1.280 Seropositiu molt alt
Tractament Antimoniat de meglumina + alllopurinol

Agost 2018 2,01 >1/640 Seropositiu molt alt
Tractament Artemisia annua L. + al-lopurinol

Desembre 2018 1,37 1/320 Seropositiu
Tractament Artemisia annua L.

Abril 2019 1,55 1/640 Seropositiu alt
Tractament Artemisia annua L. + allopurinol

Veient els resultats obtinguts, sembla que les capsules d’extracte sec purificat de fulles d’Arte-
misia annua L. amb una relacié droga-extracte 30:1 presenten un efecte positiu en el tractament de la
leishmaniosi canina. Encara que sén necessaris assajos clinics en gossos per confirmar I'evidéncia, la
Neula no ha presentat recaigudes fins avui i el tractament utilitzat no ha mostrat efectes adversos ni
toxicitat per a I'animal.

5. Conclusions
¢ La leishmaniosi canina representa un problema veterinari i de salut publica ampliament
distribuit a la conca mediterrania. Els tractaments actuals presenten certs inconvenients,

com ara la durada, la toxicitat, el cost i la resistencia als farmacs, la qual cosa fa necessaria
la recerca de noves terapies per a I'enfocament de la malaltia.
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e Alllarg de la historia s’han utilitzat moltes plantes medicinals per al tractament de la leish-
maniosi. La fitoterapia obre un ventall de possibilitats en la recerca de drogues que podrien
usar-se en el tractament de la malaltia.

e Per tal de valorar I'activitat d’extractes de plantes sobre diferents especies de Leishmania
son necessaris primerament estudis in vitro en la forma amastigot del parasit que permetin
obtenir la ICy, i valorar si s’obtenen resultats rellevants per a estudis in vivo posteriors.

¢ Hiha diferents preparats vegetals que han demostrat efectivitat en el tractament de la leis-
hmaniosi canina in vivo, els quals es podrien tenir en compte com a coadjuvants en el trac-
tament de la leishmaniosi i podrien presentar menys efectes adversos que els tractaments
actuals. Calen més assajos clinics en gossos per tal de confirmar I'evidéncia.

e Diversos preparats d’Artemisia annua L. han mostrat activitat sobre diferents especies de
Leishmania, 1a qual cosa la fa una espécie prometedora en el tractament de la leishmaniosi
canina. Calen més estudis in vitro per confirmar el seu mecanisme d’accid i més estudis in
vivo en un nombre elevat d’animals per valorar la seva eficacia.

¢ En la clinica veterinaria s’observa poc coneixement per receptar productes de plantes. En
tots els casos és necessari especificar quin tipus de producte de fitoterapia s’utilitza, ja que
cada producte s’obté d'una part i una espécie concreta de planta i mitjangant una extraccié
especifica, la qual cosa fa variar la seva concentracié i, per tant, la seva efectivitat.
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