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RESUMEN

JESUS VLADIMIR BLANCAS SANCHEZ. Aplicacién terapéutica de interferén
alfa humano en perros afectados con Parvovirus Canino Tipo 2 y su evaluacion
clinica (bajo la asesoria de MVZ Luis Antonio Caizada Nova y MVZ Gabriela
Calzada Nova). Realizada en una clinica veterinaria particular.

En los ultimos afios fa investigacion biomédica en su preocupacién por disminuir
la alta incidencia de enfermedades virales en humanos, ha desarrollado
interferén alfa humano, para inhibir la replicacién viral: bajo este planteamieno
se pretende la utilizacidén de este farmaco para la recuperacion de los perros
afectados por el Parvovirus Canino tipo 2. El disefio del presente trabajo
corresponde a un ensayo clinico de tipo observacional, longitudinal vy
prospectivo. Los criterios de inclusion que debieron cumplir los pacientes fueron:
1) cachorros de 8 a 16 semanas de edad, desparasitados, sin importar
antecedentes de vacunacién, ni raza ni sexo; 2) cursar con signos
gastrointestinales especificos de PVC-2; 3) no haber cursado con enfermedad
diarréica previa a los signos prodrémicos de al menos 1 semana; 4) Con prueba
positiva a PVC-2 mediante la técnica de ELISA; 5) Con inicio de signos clinicos
gastrointestinales especificos de PVC-2 no mayor de 48 horas; 6) con peso
corporal minimo de 7 kg. Se evaluaron a 40 perros enfermos clinicamente de
PVC-2, de los cuales 20 formaron el grupo de estudio y 20 formaron el grupo
control. Ambas grupos recibieron terapia sintomatica, la cual incluyd terapia de
liquidos y electrolitos, antibiéticos, analgésicos e inhibidores de receptores h2.
Los resultados obtenidos al final del estudio mostraron una sobrevida mayor en
el grupo control, y al ser evaluados bajo la prueba de chi cuadrada el resultado
matematico fue mayor a 0.01 por lo que se concluyd que la apllicacion de
interferén aifa en pacientes afectados por PVC-2 no incrementa la sobrevida.



INTRODUCCION

De todas las familias de virus que existen hay una que se caracteriza por ser
nueva y muy resistente: la familia Parvoviridae. Los miembros de Ia familia
Parvoviridae poseen un virién pequefio y un genoma formado por DNA de cadena
sencilla. Existen dos géneros de parvovirus: cuyos miembros infectan a los
vertebrados y se replican de manera auténoma: los parvovirus; los dependovirus,
que son defectivos y dependen de un virus cooperador, generalmente un
adenovirus. (12).

Los parvovirus, producen infeccién en el cerdo, perro, gato, bovino, visén.
Recientemente se ha implicado un parvovirus humano que se presenta en
diversas afecciones clinicas: anemia, artritis, eritema infeccioso, fibromialgia. En el
perro se han identificado tres tipos de parvovirus: el parvovirus canino tpo1o
virus diminuto canino que fué descubierto en 1967 y del cual se desconoce su
patogenicidad, los relacionados con adenovirus los cuales no son patogenos y el
parvovirus canino tipo 2 (PVC-2) que es el mas patégeno y difiere bastante del
tipo 1 tanto genética como antigénicamente. El PVC-2 es un virus pequeno que
mide 23 nm. , de simetria icosaédrica, formado con 32 capsémeros, de una sola
cadena de DNA y consta de tres polipéptidos estructurales, los cuales son: VP67,
VP70 y VP85 que comesponden a las regiones antigénicas virales, que carece de
envoltura lipoprotéica. El comportamiento como virus DNA se debe a la presencia
de una enzima: 2-bromodeoxiyuridina.(12,19, 21, 24, 29,32,34,35,37).

La parvovirosis canina fué descrita por primera vez en 1977 describiendo un
aislamiento de parvovirus en perros; pero no fué sino hasta la Gltima mitad del afo
1978 donde dos nuevas enfermedades caninas hicieron su aparicién
simultaneamente en muchas partes del mundo, incluyendo: Australia, Estados
Unidos, Canadd, Sudafrica, Nueva Zelanda y Europa. La primera enfermedad fué
una enteritis infecciosa, descrita originalmente por Kelly en 1978, que notd la
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similaridad del parvovirus felino en términos de signos clinicos y patologia en el
intestino. En un principio quienes se vieron afectados con enteritis debida a
parvovirus fueron perros adultos y jévenes. Después de algunos meses, los casos
sdlamente se reportaron en cachofros donde también se encontrd la segunda
entidad: “sindrome de muerte subita”, donde el principal haflazgo patolégico fué:
necrosis multifocal del miocardio. Robinson y col. (1979) aislaron un parvovirus del
musculo cardiaco tomado de cachorros que murieron de miocarditis. Este trabajo
aporto la evidencia de que los virus aislados de las dos enfermedades eran
idénticos. Los cuerpos de inclusion intranucleares hicieron pensar en una etiologia
viral, y estudios subsecuentes de ultraestructura revelaron particulas similares en
tamario y simetria a los parvovirus. (3, 10, 11, 18,20,21, 23,33)

Los primeros casos de enfermedad entérica asociada a parvovirus fueron aislados
en Australia, simultdneamente en los Estados Unidos y subsecuentemente a nivel
mundial. El primer estudio serolégico retrospectivo extenso se realizé en New
South Wales, Australia en 1979 de 428 muestras: 74 fueron de 1969 a 1977, 150
de 1978 y 104 de Enero a Septiembre de 1979, El estudio mostro el primer titulo
positivo  a inhibicion de la hemoaglutinacién (IHA) en mayo de 1978. Todos los
sueros caninos anteriores a esta fecha, no mostraron titulos medibles a PVC-2. De
mayo de 1978 en adelante, el nimero de muestras positivas se increments. Los
resultados muestran que la enfermedad se diseminé rapidamente de 1978 a 1979
y también hubo casos diseminados de enfermedad subclinica. De 20 muestras
serologicas de gato, ninguna tuvo titulo positivo a PVC-2 en la prueba cruzada de
hemoaglutinacién. Carmichael y col. (1980) encontré que el primer titulo positivo a
IHA fué tomado en la dltima semana de 1978. La prevalencia de sueros positivos
permanecid baja en el periodo comprendido de Julio a principios de Agosto de
1978 pero aumento vertiginosamente a finales de Agosto y Septiembre. (3, 10, 11,
18,20,21, 23, 39).
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Los perros se infectan por ingestion o inhalacién de heces contaminadas, donde la
dosis minima infectante es pequefia y también por contacto perro a perro aunque
este tipo de transmision es poco probable que ocurra: una vez infectado el periodo
de eliminacién activa por heces dura 2 semanas. La infeccion de PVC-2 se
presenta en perros domésticos, coyotes, zorros, perros salvajes y mapaches, y es
probable que la mayoria, si no es que todos los Canideos son susceplibles a la
enfermedad, ademés de que actudn como reservorios. En infecciones de tipo
experimental, se puede producir la infeccion en hurones y chinchillas, sin
embargo, la infeccién es generalmente autolimitante. En los perros domésticos, la
infeccién de PVC-2 no necesariamente resulta en enfermedad aparente, muchos
animales se infectan de manera natural y nunca desarrollan signos clinicos, esto
es un factor muy importante, ya que, el individuo con infeccién subclinica elimina
la misma cantidad de virus que un enfermo; por otro lado la cantidad de perros
infectados que no presentan signologia es mucho mayor que la poblacién
enferma. Cabe sefialar que el paciente recuperado no transmite la enfermedad y
no actda como portador crénico. (3, 12, 17, 21, 22,24, 29, 32}

Las diferencias significativas en la predisposicién racial, son las siguientes:
Cobradores de Labrador de capa negra, Rottweiler, Doberman pinschers, Bull
terrier american pit, Pastor aleman, Staffordshire bull-terrier, Ataskan malamute.
(17,19, 21, 22,24, 29, 32,34,35)

En relacién a la edad, los cachorros de 8 a 16 semanas son los mas afectados, ya
que pueden existir diversas situaciones que predisponen a la infeccién: el titulo de
anticuerpos transferidos pasivamente a los cachorros esta relacionado con el titulo
de anticuerpos de la madre por lo que resulta bastante variable; los niveles de
anticuerpos declinan progresivamente y desaparecen entre las 8 y las 12
semanas de vida. Los perros alcanzan la madurez inmunitaria después de las 16
semanas de edad. Existen ademds fomites que pueden diseminar la enfermedad:
instrumental de cirugia, pelugueria, limpieza. Los insectos y roedores pueden
servir de vectores. Los perros pueden acarrear el virus sobre sus pelajes tanto




tiempo como los restos de heces contaminadas permanezcan sobre ellos. (17,19,
21, 22,24, 29, 32,34,35).

El parvovirus es el virus mas resistente que se conoce: resiste el calor a 60
grados Centigrados durante 1 hora, resistente a un pH: 3, asi como a! tratamiento
con éter. En pruebas de laboratorio sobrevive en e! medio ambiente por meses:
siendo infectivo por mas de doce meses a -20 grados Centigrados, reduce su
viabilidad a 4 grades Centigrados por doce meses y es inactivado a 20 grados
Centigrados 0 mas en dos meses, A 37 grados Centigrados los titulos de
hemoaglutinacion en muestras altamente contaminadas se reducen a menos de
1:10 después de un mes. En pruebas de campo en &reas expuestas al medio
ambiente sobrevive por mas de 5 meses aunque su capacidad infectiva disminuye
desde el primer mes, la exposicion directa a los rayos solares lo inactiva no antes
de 4 meses, puede sobrevivir hasta 7 meses en lugares cubiertos por sembra
constante yfo intermedia, como la sombra de arboles y arbustos, que ademas
propician un ambiente humedo constante. La variacion en la sobrevivencia del
virus puedse estar relacionada al medio ambiente inmediato, ya que las heces gque
pierden 2 terceras partes de su peso original pierden poder infectivo, posiblemente
algunos compuestos fecales ayuden a conservar viable al virus, No lo afectan los
detergentes comerciales por carecer de envoltura lipoporotéica. El hipoclorito de
sodio (blanqueador de uso doméstico) a una dilucién 1:32, es el Unico agente
desinfectante efectivo contra el PVC-2. (17,19, 21, 22,24, 29, 32,34,35).

Una vez que los virus entran al organismo, para poder replicarse necesita células
con una alta tasa de mitosis, los tejidos que rednen éstas caracteristicas son: el
linfoide, el hematopoyético y el epitelic entérico; ya en las células de estos tejidos
las particulas infectantes son transportadas al nicleo. Los parvovirus se replican
en los nacleos de las células en division las cuates deben estar al final de la fase $
o al inicio de la fase G2 del ciclo mitético. Durante el proceso se han identificado 2
unidades principales de transcripcion traslapadas, donde se transcriben 3 RNA-m




poliadenilados principales que estan empalmados, los RNA-m tienen un
mensajero comun: RNAm 3°. Los RNA-m son transporiados al citoplasma, ahl e
RNA mas abundante codifica proteinas estructurales que aparecen al final de la
infeccion. Existen tres proteinas estructurales: VP87, VP70 y VP85 derivadas de
una secuencia comun del mismo molde. La VP70 que ocupa el 80% de la proteina
total deriva de la VP87 mediante divisién post-transduccional. La replicacién DNA
se da por medio de transformacién de cadena sencilla a cadena doble, este
mecanismo mediado posiblemente por DNA polimerasas del tipo alfa y gama del
huésped. El DNA es acoplado oportunamente a la posicion adyacente de la
terminal 5° de la cadena viral, después ocurre sintesis de DNA, tras la replicacién
se ensamblan capsides viricas en el nlcleo dentro de las cuales se localiza DNA
de cadena sencilla de la progenie. Las cépsides virales permanecen en el niicleo y
los agregados virales pueden ser observados como cuerpos de inclusién
intranucleares. Los parvovirus se diseminan por lisis celular y liberacién
extracelular. (7,29, 33).

Conociendo que el mecanismo de replicacién viral de! PVC-2 es el mismo en
todos los tejidos “blanco” y tomando en cuenta las variaciones de virulencia y
patogenicidad segln la cepa, la fisiopatologia de la parvovirosis canina es la
siguiente.

El parvovirus se disemina rdpidamente en los perros via oro-nasal; una vez que el
virus entra al organismo, se detecta viremia al primer dia (E| pico de viremia varia
desde el primero hasta el quinto dia post-infeccién). Al segundo dia post-
inocufacion oral, los sitios primarios de replicacion son: tejidos linfoides de la
orofaringe, linfonddutos mesentéricos, Placas de Peyer y timo y se disemina a las
criptas intestinales del intestino delgado, se piensa que esta etapa de replicacion
es necesaria para que se presenie la farma entérica, ya que perros inoculados
directamente en el intestino presentan signologia ligera y una buena recuperacién.
Segun Olsen y col. todos estos acontecimientos bloquean el sistema de inmunidad

inmediata, esto ocurre antes de su fase reproductiva en el epitelio intestinal, e




PVC-2 interrumpe la actividad mitogénica de los linfocitos T lo que favorece un
estado de inmunodeficienca que se ha confirmado con estudios en concavalina y
fitohemoaglutinina. Después de la viremia el PVC-2 se detecta
predominantemente en el epitelio de la lengua, cavidad oral y eséfago, intestino
delgado, médula 6sea. Y también puede aislarse de los pulmones, bazo, higado
riiones y miocardio. Al tercero y cuarto dias, es donde empieza la excrecién
activa del virus por las heces, la cual puede durar de 7 & 10 dias de manera
importante, al mismo tiempo que la destruccién del epitelio germinal de las
glandutas intestinales, es severo, llevando a la pérdida de la funcién y arquitectura
normal del intestino, provocando. hemorragia, mala digestién, mala absorcion y
absorcion de toxinas. Como resultado, el recambio celular se desequilibra, las
vellosidades se ven acortadas. EI PVC-2 también destruye células mitéticamente
activas: como los precursores de leucocitos circulantes y células linfoides (células
madres pluripoteciales) por lo que se identifica |a presencia de leucopenia en el
100% de los casos, en algun momento de la enfermedad, de los cuales los mas
graves se identifican por linfopenia, neutropenia, desviacién a la izquierda no
regenerativa y neutréfilos téxicos.(12,22,25,26)

El cuadro clinico presenta dos etapas: los signos prodrémicos que son letargia,
depresion, anorexia, adinamia fiebre e hiperemia tonsilar que se presentan en los
primeros cuatro dias post-infeccion, y la etapa de signos especificos de
enfermedad intestinal los cuales son: vomito, deshidratacién, diarrea liquida
hemorragica, dolor abdominal y leucopenia que se manifiestan al quinto dia post-
infeccion. Los factores que predisponen a un cuadro mas severo incluyen: edad,
stress, genética (con diferencia de susceptibilidad entre cada raza), cantidad de
inoculo, virulencia y patogenicidad del virus, cuando esto ocurre la enfermedad es
mas severa en cachorros siendo en su mayoria perros entre las 8 y 18 semanas, y
su presentacion mas frecuente es la de enteritis hemorragica aguda. Se han
reportado casos de parvovirosis canina con presentacion miocérdica, pero estos
cuadros clinicos son raros. El cuadro clinico puede ser mas severo cuando
concurre con infecciones causadas por pardsitos que en su mecanismo



patogénico posean la propiedad exfoliatriz, protozoarios, coccidias, ya que
incrementan el recambio celular; y ciertas bacterias entéricas como: Clostridium
perfingens, ademas de diversas especies de Campylobacter y Salmonella. las
cuales producen bacteremia, endotoxemia y coagulacidn intravascular
diseminada.(4, 11,14,19, 22, 24,27 34 34).

La aparicién sUbita de diarréa con sangre maloliente en un cachorro, es asociada
frecuentemente con infeccion por PVC-2. Sin embargo, todos los perros con
diarrea sanguinolenta {con o sin vomito) no estan necesariamente infectados con
PVC-2; el distemper canino y la hepatitis infecciosa canina, la salmonelosis, fa
giardiasis, y la coccidiosis entre ofras causas, pueden producir diarrea
sanguinolenta en algunos perros. Todos los signes clinicos caracteristicos de
infeccion por PVC-2 rara vez se presentan conjuntamente. (11,34,35).

Ante los primeros brotes, cuando un cachorro presentaba enteritis y diarrea
sanguinolenta; las heces eran procesadas y se demostraba la presencia de
particulas virales por medio de microscopia electrénica, lo cual era y sigue siendo
impréactico. EI PVC-2 tiene la propiedad crecer en una amplia gama de células,
incluyendo: caninas, felinas, bovinas, de mono, mapache y mink. En estas células
produce cuerpos de inclusién intranucleares, grandes, basofilicos, los cuales
pueden aparecer a las 36 horas después de haber sido incubado el material
clinico: (heces) por lo que se utilizdé un tiempo como método diagndstico, pero el
crecimiento celular es tardado. Se encontrd que el virus puede aglutinar eritrocitos
de cerdo y de mono Rhesus a 4 grados centigrados por lo que esta capacidad se
utiliza para detectar unidades hemoagliutinantes en las heces de los perros
afectados; haciendo de la prueba de hemoaglutinacion la prueba mas
ampliamente utilizada para el diagnéstico de parvovirosis canina; la inhibicion de la
hemoaglutinacién se utiliza para confirmar el diagnéstico ya que existen algunas
hemoaglutininas fecales que pueden dar falsos positivos, una desventaja de estas
dos pruebas es que requieren de 3 horas para confirmar el diagnéstico, su




sensibilidad es del 87% y su especificidad es del 80% ademas de que solo puede
realizarse en laboratorios equipados y por personal capacitado. (12).

Hoy dia estdn disponibles las pruebas de ensayo inmunoabsorbente asociado &
enzimas, “ELISA™ la cual consiste en revestir superficies de poliestireno con
anticuerpos especificos, después se lava la superficie para eliminar el exceso de
anticuerpos que no se hayan unido a la superficie, se agrega la solucion de
antigeno (materia fecal), y luego se lava, en seguida se afiade el anticuerpo
especifico, la antiglobulina marcada con la enzima y el substrato. En éste método
la intensidad del color de la reaccidn esta relacionada directamente con la
cantidad de antigeno unido. Estos kits son sensibles y altamente especificos: 97%
para detectar antigeno lo cual se ha confirmado por controles de calidad
realizados a estas pruebas diagndsticas de los laboratorios de donde son
producidos. Todos los kits se basan en la deteccién de antigeno. El periodo de
“eliminacién de antigenos por las heces es algunas veces ciclico y corresponde de
5 a 7 dias de enfermedad ciinica. El antigeno de PVC-2 es rara vez detectable
después de 10 ¢ 12 dias de infeccidén. Ademas una muestra directa de! recto de un
cachorro sospechoso es mas sensible para detectar PVC-2 que una muestra
tomada de una evacuacién. El resultado positivo a ELISA confirma la infeccién; un
resultado negativo no elimina la posibilidad de infeccién.(12, 19,24,29,32,34,35).

La terapéutica de la parvovirosis canina se concentra, actualmente a:
mantenimiento de la hidratacién, comeccin de alteraciones electroliticas,
prevencion de infecciones secundarias, control del dolor abdominal, prevencién de
la desnutricion. Una premisa “méxima” que se ocupa en la clinica es siempre
orientar |a terapia para efiminar el agente etioldgico. En este contexto contra la
parvovirosis canina se han intentado diversas drogas y diversos protocolos de
tratamiento para evitar la replicacién y efectos patégenicos de los virus, entre
estos medicamentos se ha descrito al suero hiperinmune, el factor de
transferencia, fa ribavirina, colonia estimuladora de monocito y granulocito y

! PROBE. PARVO LABORATORIOS IDEXX: PARIS FRANCIA. (1)34300200




10

aciclovir con resultados contradictorios, poco conclusives para recomendarlos
como terapia especifica para tratar esta enfermedad. (14,19).

Uno de los efectos humorales de defensa que inducen las infecciones de eliologia
virales en los mamiferos es la produccion de interferones. Los interferones son
una familia de proteinas con una amplia accion antiviral, los cuales han sido
aislados de fibroblastos infectados o de leucocitos. Este tipo de proteinas han sido
clasificadas en tres grupos: tipo | interferén alfa leucocitario, el tipo II: interferén
beta fibroblastico, y el tipo lIl: interferén gama inmune. Casi todas las células del
organismo sintetizan interferones, pero la médula Gsea, bazo, macrdfagos y
leucocitos, son los principales productores de interferén alfa; se han identificado
en {a sintesis mas de una docena de interferones alfa diferentes, los cuales
comparten el 77% de las secuencias de aminodcidos. La cantidad de interferén
producido varia con cada tipo de virus, ya que los virus DNA de lenta replicacion
son malos inductores de interferon, mientras que los virus RNA en general son
buenos inductores de interferén. Todos fos interferones tienen alta actividad
especifica y son generalmente mas efactivos cuando actiian sobre células de las
especies donde son inducidos, esto debido, probablemente a la naturaleza del
receptor celular.(7, 8, 37).

El interferon alfa, asi como otros interferones, tienen funciones antivirales, como
son: inmunomodulacion estimulante, inhibicién de proliferacion celular, las cuales
son activadas por la presencia de particulas virales maduras infecciosas o
inactivadas, esto lleva a la rapida produccion de RNAm para interferon y
subsecuentemente su sintesis, donde ejerce su accién antiviral, fa cual no es de
forma directa, sino a través de genes que codifican proteinas antivirales mediante
procesos enzimaticos. El interferdn es iiberado al torrente circulatorio, se une a su
receptor de la célula adyacente.Una vez que el receptor se une al receptor, se
inician los procesos enziméaticos; una prot'einquinasa es sintetizada y fosforila a la
proteina del factor de iniciacién de sintesis, provocando la inhibicidén de formacién
del complejo de iniciacion y sintesis de proteinas virales, una 2.5 oligoadenilato
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sintetasa, es inducida y produce 2-5 adenilatos, los cuales activan una
ribonucleasa celular que destruye a los RNAm, una inhibicion de Ila
metiltransferasa desfavorece la metilacién de los RNAm, por lo que interfiere en [a
sintesis de proteina viral.(7, 8, 37).

En estudios clinicos recientes con interferén alfa leucocitario humano se demostré
un efecto profilactico benéfico en el tratamiento de infeccién por rinovirus en
personas infectadas experimentalmente, asi como en el tratamiento de varicela
Zoster en pacientes inmunocomprometidos, también su uso ha demostrado
efectividad en epidemias de influenza humana, asi como la disminucién de signos
clinicos en enfermedades respiratorias. En casos de papilomatosis humana ha
tenido cierto efecto benéfico al reducir los signos en una tercera parte de la
poblacién afectada. En pacientes afectados por el virus de la hepatitis B y hepatitis
C se han obtenido resultados satisfactorios. A pesar de que en Medicina
Veterinaria se tienen pocas referencias, se han reportado casos de disminucién de
viremias en gatos afectados con el virus de leucemia al aplicarseles interferdn alfa
leucocitario de origen humano.(2, 4, 5, 7, 8, 13, 15, 16, 28, 40).

Con base al marco eérico de referencia citado, se plantea que:

1. En estudios transversales de conteo leucocitario en perros afectados por PVC-2
el 86% de los pacientes cursaron con leucopenia, pero en estudios longitudinales
se observé que el 100% de los pacientes en algin momenio presentaron
leucopenia en donde ia severidad y duracién de la misma guarda una relacion
directamente proporcional con la probabilidad de muerte y el perro afectado por
parvovirosis al cursar con leucopenia, teéricamente, disminuye la probabilidad de
sintetizar interferén alfa leucocitario endégeno.(12, 14, 22, 24).

2. El PVC-2 es un virus DNA y por Io tanto un pobre inductor de interferdn, cabe
citar que las indicaciones de uso de interferén alfa leucocitario en humanos es
principalmente contra virus DNA, como e! de la hepatitis B, papilomavirus humano
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y herpes simple. Lo que ofrece buenas espectativas tedricas para el tratamiento
de la parvovirosis canina.(2, 8, 12, 13, 16,28, 30, 36,37).

3. En gatos se ha utilizado con éxito el interferén alfa leucocitario de origen
humano para atenuar signos y viremias de VLF, lo que da la posibilidad de aplicar
interferon heterélogo en ofras especies animales, con espectativas de éxito
favorables.(5, 9, 15,40).

Con lo antes expuesto se propone la aplicacion terapéutica de interferén alfa de
origen humano? en perros afectados con parvovirus canino tipo 2,

El interferén alfa de origen humano_es una preparacién estable, estéril y altamente
purificada producido por la tecnologia de recombinacion de DNA. Se obtiene a
partir de la fermentacion bacteriana de una clona de Escherichia coli, que posee
un plasmido genéticamente manipulade e hibridizado con un gen de interferén
alfa 2b de leucocitos humanos. El interferon alfa es una proteina hidrosoluble con
un peso molecular de aproximadamente 19,300 daltons.

El interferén alfa se expresa en términos de unidades internacionales, las que son
determinadas comparando la actividad del interferén alfa 2b con la actividad de la
preparacion del estandar de referencia internacional de interferén leucocitario
humano, establecido por la Organizacién Mundial de la Salud.

2 INTRON A. LABORATORIOS SCHERING PLOUGH.




(i

13

HIPOTESIS

Hipdtesis nula: La aplicacién de interferén alfa de origen humano incrementa la
sobrevida en pacientes afectados con parvovirus canino tipo 2.

Hipbtesis alterna: La aplicacion de interferon alfa de origen humano no incrementa
la sobrevida en pacientes afectados con parvovirus canino tipo 2.

OBJETIVO

Evaluar la respuesta y sobrevida de los pacientes afectados con PVC-2 después
de la aplicacion de interferdn alfa de origen humano.

MATERIAL Y METODOS

El disefio de este trabajo correspondié a un ensayo clinico de tipo observacional,
longitudinal, prospectivo el cual se llevd a cabo con pacientes de una clinica
veterinaria privada. Se utilizaron 40 perros: 20 formaron el grupo control y 20 el
grupo con tratamiento con interferdn alfa.(1,29,38).

A todos los perros se les realizé: historia clinica, exdmen coproparasitoscopico
mediante técnicas de: frotis himedo directo, tamisado y flotacién con solucién
glucosada saturada con una gravedad especifica de 1.180, hemograma y prueba
de ELISA para identificacién de PVC-2 en heces para poder aplicar los criterios de
inclusién y exclusion.

Criterios de inclusién que debieron cumplir los pacientes:
1. Cachorros de 8 a 16 semanas de edad, desparasitados, sin haber importado
antecedentes de vacunacion, ni raza ni sexo.

2. Cursar con signos gastrointestinales especificos de PVC-2.
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3. No haber cursado con enfermedad diarréica previa a los signos prodrdmicos de
al menos 1 semana.

4. Con prueba positiva a PVC-2 mediante la técnica de ELISA.

5. Con inicio de signos clinicos gastrointestinales especificos de PVC-2 no mayor
de 48 horas.

6. Con peso corporal minimo de 7 kg.

Criterios de exclusién que fueron considerados:

1. Demostracién de infestaciones parasitarias concurrentes con el cuadro clinico,
2. Presentar deshidratacion mayor al 10% o estado de choque.

3. Presentar desnutricién previa al inicio de los signos prodrémicos.

Los pacientes permanecieron en jaulas a temperatura ambiente hasta el final de la
evolucion de la enfermedad. El plan terapéutico fué: terapia de liquidos con
solucién Hartman con glucosa al 5%. Terapia sintomatica con analgésicos como
Flunixin de Meglumina (1.1 mg/kg/24 hrs/Sdias), antibiéticos: gentamicina
{dmg/kg/24hrs/7 dias), ampicilina (11 mg/kg/12 hrs/7 dias), antiacidos: ranitidina
{4ma/ka/12 hre/7 dias). La dosis de interferén alfa para el grupo A fué de 200,000
Ul/kg de peso, con una frecuencia de 24 horas entre cada aplicacion. Se realizd
examen coproparasitoscopico diariamente, durante la hospitalizacién del paciente,
con técnicas de frotis humedo directo, tamisado y fiotacién con solucién glucosada
saturada.

Se elaboraron registros de progreso de los pacientes cada 8 horas, donde se
incluyeron los siguientes datos: tipo y frecuencia de vomito, tipo y frecuencia de
diarrea, anorexia, depresion, dolor abdominal, peso, grado de deshidratacion,
estado corporal, frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria, pulso, tiempo de
llenado capilar, temperatura y plan terapéutico a seguir.
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Los criterios de eliminacién fueron:

1. La interrupcidén de la estancia de! paciente en hospitalizacion antes de la
resolucién de la enfermedad.

2. Cualquier alteracién en el tratamiento en base a farmacos, frecuencias y dosis.
3. Falta de evaluacion y registro del paciente.

4. Demostracion de infestaciones parasitarias concurrentes con el cuadro clinico.

La evaluacion estadistica de la informacién con respecto a la sobrevida y
mortalidad de la poblacién se realiz6 con base a ia prueba de chi cuadrada.(6).
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RESULTADOS

Grupo A (grupo tratado con interferén alfa leucocitario de origen humano).

Este grupo fué conformado por 20 perros, 18 fueron de la raza Rottweiler y2
fueron de la raza Mastin inglés. De los cuales 14 fueron machos y 6 fueron
hembras.

La edad de los pacientes fluctué entre los dos meses y dos meses-tres semanas
de edad, siendo el promedio 2 meses 15 dias.

De acuerdo al disefio del presente ensayo clinico, en el grupo A se observd una
sobrevida del 20% y una mortalidad del 80%.

Los dias de evolucién de enfermedad de los pacientes, desde el inicio de los
signos prodrémicos hasta el ingreso al ensayo clinico fué de 3 a 5 dias, siendo el
promedio 4 dias.

La evolucién de la enfermedad en este grupo fué desde 2 hasta 5 dias siendo el
promedio de 3.5 dias.

El nimero de dosis de Interferén alfa humano administradas en promedio fué de
3.2 dosis. En los sobrevivientes el promedio observado fué de 4 dosis y en el resto
fue de 3.5.

Grupo B (grupo control).

Este grupo fue integrado por 20 perros, de los cuales 9 fueron de la raza
Rottweiler, 3 Pastor aleman, 2 Maltés, 1 Pastor Belga, 2 Criollos, 1 Mastin, 1 Gran
Danés y 1 Poodle.
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E} 65% de los pacientes fueron machos y el 35% fueron hembras.

E! promedio de edad en esta poblacién fue de 2 meses 21 dias, las edades
fluctuaron desde 2 hasta 4 meses.

Se observé un 45% (9) de sobrevida y un 55% de mortalidad (11).

La evolucién de la enfermedad de Ios pacientes fue desde 2 hasta 12 dias siendo
el promedio 6.3 dias.

Los resultados obtenidos se sometieron a la prueba estadistica de chi cuadrada,

Hipotesis nula: La aplicacién de interferon alfa de origen humano incrementa la
sobrevida en pacientes afectados con parvovirus canino tipo 2.

Hipétesis alterna: La aplicacion de interferén alfa de origen humano no incrementa
la sobrevida en pacientes afectados con parvovirus canine tipo 2.

Después de observar los resultados obtenidos mediante la prueba de chi
cuadrada: se acepta Ha.
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DISCUSION

Después de haber comparado a los grupos: A (con tratamiento) y B (grupo control)
mediante la prueba estadistica de chi cuadrada se concluye que los permos
afectados con PVC-2 y fratados con interferdn alfa de origen humano no
incrementa |a sobrevida. Sin olvidar que este disefio corresponde a un ensayo
clinico lo que conlleva a una limitante en el control de Jas variables, mas sin
embargo, permite establecer una aproximacién mas real a la utilizacién de un
farmaco para el tratamiento de pacientes enfermos.

Al analizar el concepto de mortalidad, se aprecia una clara diferencia entre el
grupo control y el grupo de estudio, donde los porcentajes fueron de 55 y 80
respectivamente. Estas diferencias pueden deberse a diversos aspectos que a
continuacién se discuten.

a) Dosificacion: se aplicé a cada paciente- 200,00 Ul por kilogramo de peso cada
24 horas. Esta dosis empirica se considera adecuada dado que, los pacientes
que fueron tratados con esta, mostraron reacciones secundarias comunes y
observadas en otras especies de acuerdo a las referencias bibliograficas y a
las citas técnicas del laboratorio que fabrica el producto. Entre las reacciones

“que se citaron con anterioridad la que fué méas notoria en los pacientes fué la
depresién. Este proceso iniciaba a la siguiente media hora después de
administrado el producto y permanecia hasta por 8 horas lo que nos hizo
pensar en un alcance de niveles séricos terapéuticos.

b) En el ensayo, el intervalo entre dosis fue de 24 horas. Como se recomienda
para la medicacién de las enfermedades méas graves susceptibles de ser
tratadas con interferén alfa, como seria: papilomatosis humana y leucemia viral
felina en el gato. Aln cuando la toxicidad del interferén permite hasta 100
veces las dosis terapéuticas, las reacciones secundarias observadas en los
perros maostraron estadios de depresion prolongados, sugerentes que un




1t

ESTA TESIR 1 mppg
SAUR B Ln inswigTece

19

intervalo menor podria incrementar estas reacciones secundarias interfiriendo
con la recuperacion del paciente.

¢) El factor genético es una condicién que cada vez vamos a ver citado como
factor predisponente en muchas enfermedades en el futuro, por lo tanto es
relevante resaitar que si bien los grupos comparados presentaban una gran
cantidad de perros de raza Rottweiler, en el grupo de estudio esto fue méas
constante debido a que de los 20 estudiados 14 fueron de esta raza,
comparados con lo observado para la raza en el grupo control y sustentados
en la literatura cientifica podriamos tener modificaciones en los resultados
debido a que estos perros son mas predisponentes a la infeccién por PVC-2.
Por otro lado de los 14 cachorros de la raza antes citada todos ellos
corresponden a 2 camadas lo que hace pensar la posibilidad de una mayor
susceptibilidad a la parvovirosis canina de indole familiar, si comparamos al
grupo control en donde tan solfo tres Rottweiler resuitaron ser hermanos.

Estas diferencias en la cantidad de perros “genéticamente” predispuestos y de un
origen familiar comin en el grupo de estudio hacen pensar que puede ser motivo
de sesgo en los resultados finales, sin embargo, al pretender usar un
medicamento con fines terapéuticos este debe mostrar resultados favorables adn
en el individuo mas susceptible.

d) La respuesta negativa que tuvo la aplicacion del interferén alfa de origen
humano en los perros afectados por el PVC-2 con signologia clinica es
probable que se haya debido a la falta de receptores especie-especificos; esto
se explica debido a que ratas gestantes tratadas con interferén alfa humano no
mostraron evidencias de teratogénesis en fas crias de las ratas tratadas; por
otro lado en algunos reportes de tratamiento de conjuntivitis viral en humanos
el uso del interferon fue eficaz incluso en los periodos de incubacién lo que
hace pensar en el uso del interferén para el tratamiento del PVC-2 en el
periodo de incubacién podria mejorar la sobrevida de los pacientes.
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€) Una variable independiente definitivamente no controlada en e presente
ensayo, resulta ser la virulencia, patogenicidad y cantidad de inéculo de PVC-2
para cada individuo. Estos tres factores, definitivamente, pueden modificar el
resultado final, sobre todo si comparamos que el grupo de estudio fue un grupo
de origen mas homogéneo en donde se incluyeron cachorros provenientes de
2 camadas, que muy probablemente fueron infectados por la misma cepa viral
que a la postre fue altamente virulenta y patégena, dado que produjo la muerte
de todos los cachorros, en el grupo control este fenémeno no sucedio y los
cachorros, tenian diversos origenes, lo que permitiria considerar que no todos
fueron de la misma cepa y la cantidad de inéculo fue homéloga, En este
aspecto el ensayo clinico resulta uno de los métodos de estudio que mas se
apega a la realidad clinica ya que el farmaco de estudio es valorado ante casos
clinicos reales, sujetos a todas las variantes, con lo que se puede afirmar o
desechar la utilidad del mismo en la practica diaria.

Con este antecedente se afirma que el valor terapéutico del interferon alfa humano
para el tratamiento de PVC-2 es limitado.

La especificidad del interferon pudo haber sido un factor que modificd los
resultados dei ensayo clinicc y sea una de las principales causas de que el
interfer6n no halla alcanzado las espectativas terapéuficas ante la parvovirosis
canina. Vale la pena en este ensayo clinico el uso de un interferén homélogo.

Los resultados pobres observados en el uso del interferén para la parvovirosis
canina con fines terapéuticos y ain considerando el poco control de las variables
permite suponer que los efectos biolégicos de interferencia viral que posee no
actdan ante la replicacién viral del PVC-2. No negando que puede funcionar en
otro tipo de infecciones inducida por diferentes agentes etiolégicos virales que no
sean el PVC-2.
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