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;Qué efectos puede tener una
suplementacion continuada con -glucanos
de origen fungico en la salud de los gatos?
En este primer capitulo presentamos

el estudio realizado con HIFAS IMMUNE
PET durante seis meses: su fundamento,
objetivos, composicion, diseno y
metodologia, asi como las caracteristicas
de los animales incluidos y los criterios
empleados para valorar su evolucién clinica,
hematoldgica y bioguimica.



Introduccion

El sistema inmunitario felino esta constituido por una compleja red
de mecanismos innatos y adaptativos cuya funcién es reconocer
agentes potencialmente nocivos, controlar infecciones y mantener
la homeostasis del organismo.

Entre los componentes de la inmunidad innata destacan las barre-
ras fisicas y quimicas (piel y mucosas) neutrofilos, monocitos, ma-
crofagos, células dendriticas, células NK y mecanismos quimicos
como la inflamacion. La inmunidad adaptativa, por su parte, esta
mediada principalmente por linfocitos By T y permite el desarrollo
de respuestas inmunitarias mediadas por anticuerpos y respuestas
inmunitarias mediadas por células respectivamente.

En los ultimos anos ha aumentado el interés por el uso de com-
puestos nutricionales capaces de modular determinadas funciones
inmunitarias en parte debido a asociar el alargamiento en la espe-
ranza de vida de los gatos con una mayor calidad de vida.

Entre estos compuestos destacan los B-glucanos, polisacaridos es-
tructuralmente heterogéneos presentes en las paredes celulares de
hongos, levaduras y otros organismos.'?

Los g-glucanos derivados de hongos presentan predominantemente
enlaces p-(1— 3) con ramificaciones g-(1— 6). Su actividad bioldgica
depende de diferentes caracteristicas estructurales, entre ellas el
peso molecular, el grado de ramificacion, la solubilidad y la confor-
macion tridimensional .®®

Por esta razon, los efectos biolégicos observados con una determi-
nada formulacién no deben extrapolarse automaticamente a cual-
quier producto que contenga p-glucanos.

Uno de los principales mecanismos estudiados implica el reconoci-
miento de g-glucanos por el receptor Dectin-1, expresado en macro-
fagos, monocitos, neutréfilos y células dendriticas'. La activacion
de este receptor puede participar en mecanismos relacionados con
fagocitosis, produccion de mediadores inmunitarios y coordinacion
entre inmunidad innata y adaptativa?®y segun Goodridge HS et al es
mas correcto senalar que la activacion del receptor Dectin-1 por los
B-glucanos se corresponde mas con inmunomodulacién que con el
termino de inmunoestimulacién.

Una revision sistematica de ensayos clinicos con g-glucanos fungi-
cos mostrd potenciales efectos bioldgicos en diferentes contextos,
aunque también puso de manifiesto una importante heterogeneidad
entre formulaciones y resultados®.

En medicina veterinaria, la evidencia disponible es todavia mas limi-
tada. Una revision reciente sobre la aplicacidon de g-glucanos en pe-
rros y gatos destaca su potencial interés como nutracéuticos, pero
subraya la necesidad de ensayos clinicos especificos por especie,
formulacion y enfermedad.®

Aungue existe una solida cientifica sobre la interaccion de los g-glu-
canos con diferentes componentes de la inmunidad innata, su ad-
ministracién no se traduce necesariamente en una mejora de todas
las respuestas inmunoldgicas. En gatos, Byrne et al. no observaron
una respuesta humoral superior frente a la vacunacién antirrabi-
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ca tras la suplementacion con g-1,3/1,6-glucanos, lo que subraya la
necesidad de evaluar especificamente cada formulacién, poblacion
y variable clinica’.

FIVy alteraciones inmunitarias

El virus de la inmunodeficiencia felina es un lentivirus muy fre-
cuente en la poblacion felina, capaz de producir una infeccién
persistente y una disfunciéon inmunitaria en la que, estudios ex-
perimentales han demostrado alteraciones progresivas de di-
ferentes poblaciones linfocitarias y de la inmunidad celular en
gatos infectados® y que el hecho de que un animal positivo a FIV
esté clinicamente sano, y con analiticas de sangre dentro de pa-
rametros normales no significa que no exista una alteracion in-
munoldgica significativa’. La respuesta inmunitaria frente al FIV,
especialmente la mediada por linfocitos T, es compleja: existe
respuesta antiviral, alteracion de subpoblaciones celulares y
progresiva desregulacion inmunitaria.

Las guias de la American Association of Feline Practitioners se-
nalan que muchos gatos FIV positivos pueden permanecer clini-
camente estables durante periodos prolongados, pero reconocen
también que la infeccién puede asociarse a mayor susceptibili-
dad a enfermedades secundarias y alteraciones de la regulacion
inmunitaria’®.

Por ello, los gatos FIV positivos constituyen una poblacion es-
pecialmente interesante para evaluar estrategias nutricionales
complementarias destinadas al soporte de la funcion inmuni-
taria.

Calicivirus felino

El calicivirus felino es un virus altamente variable y ampliamente
distribuido en la poblacion felina. Ademas de cuadros respiratorios
y ulceracion oral, algunos gatos pueden mantener infeccion persis-
tente y actuar como portadores."

La infeccién por FCV estd asociada a un amplio espectro de ma-
nifestaciones clinicas. Tras la infeccidn, algunos gatos pueden
mantener excrecién viral durante periodos prolongados, y la in-
feccion persistente se ha relacionado con determinados cuadros
cronicos, especialmente enfermedad oral inflamatoria aunque
esta enfermedad presenta una fisiopatologia compleja y multi-
factorial'®'3. Se han descrito relaciones entre carga viral, grave-
dad de lesiones orales y evolucidn clinica en gatos con gingivoes-
tomatitis crénica.’

Estudios transcriptémicos y metagenédmicos han investigado
ademas la interaccién entre FCV, microbiota y respuesta del hos-
pedador, mostrando que una enfermedad inmunoinflamatoria
compleja en la que pueden interactuar agentes infecciosos, mi-
crobiota y una respuesta inmunitaria anormal del hospedador™.
Por tanto, cualquier intervencidon nutricional destinada a gatos
con calicivirus debe evaluarse clinicamente sin asumir una acti-
vidad antiviral directa.



Hipotesis y objetivos

La hipdtesis principal del estudio fue que la administracion conti-
nuada de HIFAS IMMUNE PET durante seis meses podria asociarse
a una evolucién clinica favorable, manteniendo un buen perfil de
seguridad vy tolerabilidad, y a modificaciones cuantificables en de-
terminados parametros hematoldgicos y bioquimicos.

El objetivo principal fue evaluar longitudinalmente la evolucidn clini-
ca de los gatos entre la situacion basal (TO) y los tres (T3) y seis me-
ses (T6) de suplementacion, considerando diferentes dimensiones
relacionadas con el comportamiento y la calidad de vida, el dolor y
la movilidad, y la exploracion clinica general.

Los objetivos secundarios fueron:

« Evaluar la evolucién de los principales parametros hematoldgicos
y bioguimicos durante el periodo de seguimiento.

¢ Analizar posibles modificaciones del leucograma y de otros para-
metros relacionados con el estado inmunitario y metabdlico.

« Evaluar la evolucién del amiloide sérico A (SAA) como marcador
de inflamacion sistémica.

« Valorar la seguridad y tolerabilidad clinica y analitica del producto
durante seis meses de administracion continuada, incluyendo su
tolerancia gastrointestinal.

Material y métodos

Material y metodos

Se evalud HIFAS IMMUNE PET, un alimento complementario para
perros y gatos formulado a partir de diferentes especies de hongos
y extractos botdnicos.

Los principales ingredientes funcionales de la formulacién fueron:
10 % de Hericium erinaceus, micelio fermentado; 1,2 % de Ganoder-
ma lucidum, micelio fermentado; 1 % de Hericium erinaceus; 0,28 %
de Agaricus subrufescens/A. blazei, micelio fermentado; 0,28 % de
Ganoderma lucidum, carpoéforo micronizado; y 0,28 % de Lentinula
edodes, carpoforo micronizado. Las especies fungicas incluidas en
la formulacion constituyen fuentes naturales de g-glucanos 1,3-1,6.

La composicion incluye ademas 0,5 % de extracto de circuma, como
fuente natural de curcuminoides; 0,2 % de extracto de Echinacea,
como fuente natural de equinacdsidos; y proteina de guisante.

Dado el caracter multicomponente del producto, la intervencion ob-
jeto de estudio fue considerada en su conjunto, sin atribuir los po-
sibles efectos observados a ninguno de sus ingredientes de forma
individual.

Diseno del estudio, seleccion de pacientes y
reclutamiento

Se realizd un estudio longitudinal, observacional y multicéntrico,
con un periodo de seguimiento de seis meses. Los pacientes fueron
reclutados a través de varias clinicas veterinarias y fueron evalua-
dos en condiciones de practica clinica habitual.
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Para poder entrar en el estudio los pacientes debian cumplir los
siguientes criterios:

» Los propietarios deben comprender y firmar voluntariamente un
documento de consentimiento informado antes de que se realice
ninguna evaluacion/procedimiento relacionado con el estudio.

« Mayor de 12 meses de edad.

» Los propietarios deben ser capaces de observar el calendario de
visitas del estudio y otros requisitos del protocolo.

e Entratamiento ambulatorio.
e Las hembras no deben cruzarse durante todo el periodo del estudio

« Los animales deben llevar un control del peso y no subir mas de
un 15 % de su peso durante todo el estudio.

« Los propietarios deben consentir a la clinica veterinaria realizar
analiticas de control al inicio del tratamiento y a los seis meses.

No se puede reclutar a un paciente en este estudio si se cumple
cualquiera de los siguientes criterios de exclusién:

» Presencia de una hemorragia intensa o un trastorno trombético.

« Proceso endocrino, hepatico u oncoldgico no controlado concomitan-
te de importancia (u otro considerado excluyente por el veterinario).

+ Cualquier vacuna (de microorganismos vivos, atenuados o muer-
tos) en las 8 semanas anteriores al momento basal.

« Sujetos que hayan recibido tratamiento con un principio activo no
comercializado o un tratamiento experimental en las 4 semanas
anteriores a la seleccion.

« Participacion actual en cualquier otro estudio clinico.

e Sujetos que se sepa o0 sospeche que no van a poder cumplir con
el protocolo del estudio.

» Alergias o hipersensibilidades graves.
« Gestacion y/o lactancia.

« Cualquier otro trastorno que hiciera que el paciente no fuera ade-
cuado para participar en el estudio, en opinién del investigador
principal.

Inicialmente se reclutaron un total de 35 gatos, de diferentes edades
y pesos. Cuatro animales no pudieron completar adecuadamente el
seguimiento previsto y fueron retirados del estudio, por lo que la
poblacion final evaluable estuvo constituida por 31 gatos que com-
pletaron los seis meses de seguimiento. Esto correspondié a una
tasa de seguimiento del 88,6 % (31/35).

Los 31 gatos incluidos en el analisis longitudinal final presentaban
una edad media de 7,83 + 3,18 anos y un peso corporal medio de
4,65 + 1,10 kg.

Dentro de la poblacion estudiada se identifico un subgrupo de 10 pa-
cientes con infeccion por el virus de la inmunodeficiencia felina (FIV),
calicivirus felino (FCV) o ambas condiciones. De ellos, cuatro gatos
presentaban FIV, cuatro presentaban calicivirus y dos presentaban
coinfeccion FIV/FCV.



Todos los pacientes recibieron HIFAS IMMUNE PET por via oral a una
dosis de 0,5 mL/kg de peso corporal, una vez al dia, durante seis
meses. La dosis diaria se individualizé de acuerdo con el peso de
cada animal.

Al tratarse de un estudio observacional desarrollado en condiciones
de practica clinica, los pacientes mantuvieron los cuidados vy tra-
tamientos veterinarios que se consideraron necesarios en funcion
de su situacién clinica individual. La suplementacién estudiada se
anadié al manejo habitual de cada paciente.

La evaluacién se realizd comparando la situacion basal de cada
animal con su evolucién durante el periodo de suplementacion, de
manera que cada paciente actué como su propia referencia longi-
tudinal.

Seguimiento de los pacientes

El seguimiento clinico se realizé durante un periodo total de seis
meses, estableciéndose tres momentos principales de evaluacién:
T0, correspondiente a la valoracion basal previa al inicio de la su-
plementacion; T3, a los tres meses; y T6, al finalizar los seis meses
de seguimiento.

Durante el estudio se registro la evolucidn clinica general de cada
paciente y se valoraron especificamente diferentes indicadores re-
lacionados con su estado general, incluyendo la calidad del pelo, el
estado de alerta y la presencia o intensidad de dolor.

La evolucion global de cada animal se clasificd ademas en tres ca-
tegorias: mejoria, estabilidad o empeoramiento, mediante la com-
paracion de su estado clinico durante el seguimiento con respecto a
su situacion basal.

Como herramienta complementaria para cuantificar longitudinal-
mente la evolucion clinica, se construyd un indice clinico ordinal ex-
ploratorio basado en tres parametros: calidad del pelo, estado de
alerta y dolor. Cada parametro se clasific6 como bueno, regular o
malo, asignandose respectivamente puntuaciones de 0, 1y 2.

La suma de las tres variables permitié obtener una puntuacién cli-
nica total comprendida entre 0y 6 puntos, donde los valores mas
bajos representaban un mejor estado clinico y los valores mas ele-
vados una mayor alteracion. Este indice se utilizd exclusivamente
como herramienta exploratoria para comparar la evolucion de los
pacientes entre TO, T3y Téy no corresponde a una escala clinica
previamente validada (Figura 1).

Evaluacion clinica mediante cuestionarios

La evolucion clinica de los pacientes se evalué mediante dos cues-
tionarios estructurados, C1y C2, cumplimentados por los propieta-
rios en los diferentes momentos del estudio (TO, T3y Té).

El cuestionario C1 incluyd variables relacionadas principalmente
con el comportamiento, la actividad y aspectos asociados a la cali-
dad de vida percibida por el propietario, mientras que el cuestiona-
rio C2 estuvo orientado a la valoracion de signos relacionados con
dolor, movilidad y posibles limitaciones funcionales en las activida-
des habituales del animal.
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‘ EVALUACION CLINICA DE LOS PACIENTES ‘
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Figura 1. Sistema de evaluacion clinica utilizado durante el seguimiento.

La evolucion de los pacientes se valord en TO (situacion basal), T3 (tres meses) y

Té (seis meses) mediante dos cuestionarios estructurados cumplimentados por los
propietarios y una exploracion clinica veterinaria. El cuestionario C1 evalud aspectos
relacionados con el comportamiento, la actividad y la calidad de vida, mientras que
el cuestionario C2 valord principalmente dolor, movilidad y limitaciones funcionales.
La exploracidn veterinaria incluyd la valoracion de la calidad del pelaje, el estado

de alerta y el dolor. Las respuestas se codificaron numéricamente para permitir

el andlisis longitudinal, de forma que puntuaciones inferiores representaron una
situacion clinica mas favorable.

Las respuestas fueron transformadas en puntuaciones numeéricas
para permitir su analisis longitudinal. La codificacién tuvo en cuenta la
direccion clinica de cada item, de manera que las conductas conside-
radas favorables y desfavorables fueran puntuadas de forma coheren-
te. Asi, las puntuaciones finales mas bajas representaron globalmente
PEQUENOS ANIMALES una situacién clinica mas favorable, mientras que puntuaciones mas
elevadas indicaron una mayor presencia de alteraciones.

(R)EVOLUTION

Los cuestionarios se administraron de forma repetida durante el se-
HIFAS IMMUNE PET: guimiento, permitiendo comparar la evolucion de cada animal res-
;thl;‘i'tiszl:ivs;g;;?f: pecto a su propia situacién basal y valorar los cambios percibidos
hematolégico y bioquimico por los propietarios a los tres y seis meses de suplementacion.
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La exploracion clinica general se evalué de forma independiente por
el veterinario, incluyendo parametros como la calidad del pelo, el
estado de alertay la presencia de dolor. De este modo, el seguimien-
to integré tanto la valoracidn cotidiana realizada por los propietarios
como la evaluacion clinica veterinaria.

Material y métodos

Evaluacidon hematoldgica y bioquimica

Se realizaron determinaciones hematolégicas y bioguimicas con el
objetivo de evaluar posibles cambios analiticos durante el periodo
de seguimiento y valorar la seguridad de la suplementacion.
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Entre las variables estudiadas se incluyeron leucocitos totales y di-
ferencial leucocitario, parametros eritrocitarios, plaquetas, protei-
nas totales, albumina, parametros hepaticos, parametros renales y
fructosamina, ademas del amiloide sérico A (SAA) como biomarca-
dor de inflamacién sistémica.

Evaluacién del amiloide sérico A

El amiloide sérico A (SAA) se incluyd como biomarcador comple-
mentario para la evaluacion del estado inflamatorio de los pa-
cientes.

El SAA es una de las principales proteinas de fase aguda en la
especie felina y constituye un marcador altamente sensible de la
respuesta inflamatoria sistémica. Sus concentraciones pueden au-
mentar de forma rapida y marcada en respuesta a diferentes pro-
cesos inflamatorios, infecciosos o asociados a dano tisular, aunque
su elevada sensibilidad se acompana de una limitada especificidad
etioldgica.

Por este motivo, los valores de SAA fueron interpretados como un
indicador inespecifico de actividad inflamatoria y siempre en el
contexto del resto de los hallazgos clinicos, hematoldgicos y bio-
guimicos.

Analisis exploratorio de los gatos con FIV y/o calicivirus

Debido al especial interés de las enfermedades asociadas a alte-
raciones de la respuesta inmunitaria, se realizd adicionalmente un
analisis exploratorio del subgrupo formado por los 10 gatos con FIV
y/o calicivirus.

Este subgrupo estuvo constituido por cuatro gatos con FIV, cuatro
con calicivirus y dos con coinfeccién FIV/FCV. Su evolucion clinica se
analizé durante los seis meses de seguimiento y se comparo la pro-
porcién de animales que experimentaron mejoria con la observada
en los 21 gatos restantes de la cohorte.

La agrupacion de los pacientes con FIV y FCV se realiz6 con fines
exclusivamente exploratorios y para permitir una comparacién es-
tadistica con un tamano muestral suficiente. Dado que ambas infec-
ciones presentan mecanismos fisiopatoldgicos diferentes, los resul-
tados se interpretaron teniendo en cuenta esta heterogeneidad.

Asimismo, la mejoria clinica observada en pacientes con FIV o FCV
no se considerd indicativa de una modificacion de la infeccion viral.
Al no haberse realizado determinaciones seriadas de carga viral,
carga proviral o excrecion viral, el estudio no fue disenado para eva-
luar un posible efecto antiviral del producto.

Anadlisis estadistico

Se realizd inicialmente un andlisis descriptivo de las variables in-
cluidas en el estudio. Las variables cuantitativas se resumieron me-
diante media y desviacién estandar o mediana y rango intercuarti-
lico, segun las caracteristicas de su distribucién, mientras que las
variables categdricas se expresaron mediante frecuencias absolu-
tas y porcentajes.
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Para evaluar la evolucion clinica longitudinal se analizaron las
puntuaciones obtenidas en la evaluacion basal (T0) y en los segui-
mientos realizados a los 3 (T3) y 6 meses (Té). Las respuestas de
los cuestionarios clinicos fueron codificadas numéricamente man-
teniendo una direccién uniforme de la escala, de forma que las pun-
tuaciones mas bajas representasen un mejor estado clinico. En los
items relativos a conductas favorables se invirtié la puntuacién de
frecuencia, mientras que los items correspondientes a signos o con-
ductas desfavorables conservaron una puntuacion directa. A partir
de estas puntuaciones se obtuvieron indices clinicos globales para
los diferentes dominios evaluados.

La evolucion de las puntuaciones clinicas entre TO, T3y Té se
analizé6 mediante la prueba de Friedman para muestras rela-
cionadas, adecuada para el analisis longitudinal de medidas
repetidas de naturaleza ordinal o sin asuncion de normalidad.
Cuando el analisis global mostré diferencias estadisticamente
significativas, se realizaron comparaciones post-hoc por pares
entre TO-T3, TO-T6 y T3-T6 mediante la prueba de rangos con
signo de Wilcoxon, aplicando la correccion de Holm para con-
trolar el error derivado de las comparaciones multiples. Como
medida de la magnitud del efecto longitudinal se calculd el co-
eficiente W de Kendall.

Para facilitar la representacion grafica y permitir la compara-
cion visual entre dominios evaluados mediante escalas origi-
nales diferentes, las puntuaciones clinicas se transformaron
adicionalmente a una escala normalizada de 0 a 100, donde
0 representa el mejor estado clinico posible y 100 el mayor gra-
do de afectacién. Esta transformacion se utilizé con fines de
presentacién e interpretaciéon grafica, manteniéndose para los
analisis inferenciales las puntuaciones derivadas de las esca-
las originales.

Para las variables hematoldgicas y bioquimicas con determinacio-
nes apareadas se evalué previamente la distribucion de las dife-
rencias entre las mediciones basal y final. Se utilizé la prueba t de
Student para muestras apareadas cuando se consideraron adecua-
dos los supuestos parameétricos y la prueba de rangos con signo de
Wilcoxon cuando estos no se cumplian.

La asociacion entre la pertenencia al subgrupo FIV/FCV vy la clasifi-
cacion de la respuesta clinica se evalué mediante la prueba exacta
de Fisher, adecuada para el tamano muestral y las frecuencias ob-
servadas.

Todas las pruebas estadisticas se realizaron considerando un nivel
de confianza del 95 %. Los resultados fueron interpretados conjun-
tamente con la magnitud y direccién de los cambios, las medidas
de tamano del efecto y su posible relevancia clinica, evitando con-
siderar la significacion estadistica de forma aislada como evidencia
suficiente de causalidad o eficacia terapéutica.
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Analisis exploratorio post hoc del subgrupo FIVy/o FCV

Durante el analisis de los resultados se observd una evolucion clini-
ca particularmente favorable en los gatos con infeccién por FIV y/o
FCV, lo que motivo la realizacion de un analisis exploratorio post hoc
de este subgrupo.

El subgrupo estuvo constituido por 10 animales: cuatro gatos con
FIV, cuatro con FCV y dos con coinfeccion FIV/FCV. Se analiz6 su
evolucién clinica durante los seis meses de seguimiento y se com-
paré la proporcién de animales clasificados como mejorados con la
observada en los 21 gatos restantes de la cohorte.

Este analisis no formaba parte de los objetivos preespecificados ini-
cialmente y se realizé con caracter exploratorio a partir de los ha-
llazgos observados durante el analisis de la cohorte. La agrupacion
de los pacientes con FIV y FCV se realizd exclusivamente con fines
exploratorios y estadisticos, teniendo en cuenta que ambas infec-
ciones presentan caracteristicas fisiopatoldgicas diferentes.

Asimismo, la mejoria clinica observada en estos pacientes no se in-
terpretd como indicativa de una modificacién de la infeccion viral. Al
no haberse realizado determinaciones seriadas de carga viral, car-
ga proviral o excrecion viral, el estudio no fue disenado para evaluar
una posible actividad antiviral del producto.

Analisis estadistico

Se realizo un analisis descriptivo de las variables incluidas en el estu-
dio. Las variables cuantitativas se expresaron mediante media y des-
viacion estandar o mediana y rango intercuartilico, segun su distribu-
cién, y las variables categdricas mediante frecuencias y porcentajes.

La evolucién clinica entre TO, T3y Té se analizé mediante la prue-
ba de Friedman. Cuando se observaron diferencias significativas, se
realizaron comparaciones por pares mediante la prueba de Wilco-
xon con correccion de Holm. Como medida del tamano del efecto
longitudinal se calculé el coeficiente W de Kendall.

Las variables hematoldgicas y bioguimicas se analizaron median-
te la prueba t de Student para muestras apareadas o la prueba de
Wilcoxon, segun las caracteristicas de su distribucion. Debido al nu-
mero de variables analizadas, se aplico la correccion de Benjami-
ni-Hochberg para controlar la tasa de falsos descubrimientos (FDR),
considerando significativos los valores ajustados de g < 0,05.

La asociacion entre la pertenencia al subgrupo FIV/FCV y la evolu-
cion clinica se evalué mediante la prueba exacta de Fisher, como
analisis exploratorio post hoc. Se considero un nivel de significacion
estadistica de p < 0,05.
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