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INTRODUCCION

La dirofilariosis cardiopulmonar o “Enfermedad del gusano del corazon”, es una
enfermedad causa por el nematodo Dirofilaria immitis, alojandose las formas adultas en
las arterias pulmonares y cdAmaras cardiacas derechas. Afecta principalmente a carnivoros
domésticos y salvajes. Inicialmente, la infeccién puede ser subclinica, dando lugar a la
aparicion de signos clinicos a medida que se cronifica la enfermedad. Los signos clinicos

que se suelen observar con mayor frecuencia son de caracter cardiorrespiratorio.

Es una enfermedad de distribucion mundial, siendo su incidencia mayor en zonas
tropicales y subtropicales, donde la presencia del vector (mosquito) es mayor. La
expansion del hospedador intermediario ha provocado la deteccion de la enfermedad en
zonas anteriormente libres. Esto, en combinacidn con el cambio climatico, movimiento y
transporte de animales, asi como la urbanizacién y formacion de nuevas areas de cultivo,

favorece la expansion y perpetuacion del paréasito.

D. immitis puede llegar a afectar a humanos de manera accidental, produciendo nddulos

pulmonares, describiéndose su mayor incidencia en zonas endémicas de la enfermedad.

El tratamiento de la dirofilariosis cardiopulmonar es complejo, esta enfocado en eliminar
las distintas fases parasitarias y su bacteria endosimbionte Wolbachia pipientis. Cabe
afiadir que, en animales con afecciones secundarias producidas por la infeccion, el riesgo
de complicaciones o muerte es mas alto. El actual protocolo de tratamiento tiene un mayor
porcentaje de éxito y prondstico comparado con los anteriormente utilizados. Una vez
finalizado, es importante valorar la existencia de dafios secundarios a la infeccion ya que,

en algunos casos, pueden persistir sintomas que requieran tratamiento complementario.

Una de las principales complicaciones en animales infectados por D. immitis es el
desarrollo de hipertension pulmonar, que es de caracter grave y puede producir la muerte
del paciente. Es una consecuencia crénica de la endarteritis que esta patologia provoca y
supone un reto diagndstico para el veterinario en la clinica diaria, por lo que es necesario
el desarrollo de técnicas diagndsticas que faciliten su deteccion. Para ello, las técnicas
empleadas son, principalmente, el uso de métodos de diagnéstico por imagen, siendo

herramientas de gran utilidad para establecer un tratamiento, prondstico y seguimiento




del paciente. Actualmente, ademds, se estdn desarrollando estudios de deteccion de
hipertensién pulmonar enfocados en la medicion de diferentes marcadores serologicos.
Se trata de técnicas que se encuentran en desarrollo; sin embargo, los resultados que se
han obtenido en diferentes estudios hasta la fecha ofrecen resultados prometedores. Por
otro lado, actualmente se desconocen las repercusiones que el desarrollo de endarteritis e
hipertension pulmonar puedan tener a largo plazo en los perros infectados. Algunos
(pocos) estudios preliminares parecen indicar que la endarteritis permanece en los perros
tras el tratamiento, por lo que la hipertensién pulmonar que se produce en algunos perros

como consecuencia deberia ser estudiada a largo plazo.

Debido a su caracter zoon6tico, su continua expansion y gravedad de la infeccion en
pequefios animales, la dirofilariosis cardiopulmonar canina es una enfermedad de gran
importancia veterinaria que requiere seguir siendo estudiada. Para ello, es necesario su
estudio a nivel vascular, cardiaco y respiratorio. Asi, el objetivo de esta tesis es el de
estudiar los distintos biomarcardores serolégicos de dafio vascular y el empleo de técnicas
de diagnostico por imagen para detectar la presencia y gravedad de hipertension pulmonar
antes, durante y tras el tratamiento adulticida, para continuar avanzando en el estudio de

este fendmeno tan frecuente y grave en la dirofilariosis cardiopulmonar canina.




OBJETIVOS

1. Determinar la utilidad de la tomografia axial computarizada a través de la medicion del
ratio TP:Ao (tronco pulmonar: aorta), para detectar la presencia y severidad de
hipertension pulmonar en perros infectados con Dirofilaria immitis, ademéas de
determinar la correlacion entre los ratios TP:AoD (tronco pulmonar: aorta descendente)
y TP:A0A (tronco pulmonar: aorta ascendente).

2. Evaluar el indice de distensibilidad de la arteria pulmonar derecha y otros indicadores
ecocardiogréaficos en perros 10 meses después de la Gltima dosis del tratamiento adulticida
frente a Dirofilaria immitis, para determinar los cambios en la presion pulmonar, y

consecuentemente, la progresion de la endarteritis pulmonar en dichos pacientes.

3. Evaluar las concentraciones séricas de proteinas de fase aguda, tanto positivas (proteina
C- reactiva, haptoglobina y ferritina) como negativas (albimina y paraoxonasa-1), asi
como los biomarcadores adiponectina y endotelina-1, en pacientes infectados por
Dirofilaria immitis, ademéas de determinar su utilidad diagnostica como biomarcadores
de hipertension pulmonar, y valorar su progresion a lo largo del tratamiento adulticida

hasta seis meses después de finalizar el mismo.




REVISION BIBLIOGRAFICA

DIROFILARIOSIS CARDIOPULMONAR CANINA

La dirofilariosis cardiopulmonar es una enfermedad causada por el parasito
Dirofilaria immitis. Es un nematodo perteneciente al género Dirofilaria y es reconocido
por su importancia clinica y capacidad zoonética. Sus principales vectores son mosquitos
del género Anopheles, Culex y Aedes, siendo sus hospedadores definitivos céanidos
domésticos y salvajes y hurones. Por otro lado, se consideran hospedadores accidentales
los félidos y el humano. La enfermedad esta condicionada, entre otros motivos, por la
presencia del mosquito, por tanto, en zonas tropicales donde el vector esta activo durante
todo el afio y las condiciones de temperatura y humedad son mas elevadas la prevalencia

es mayor.

Por otro lado, debido al aumento de temperaturas a nivel mundial, la adaptacion y
progreso del vector se ve favorecida en zonas no afectadas con anterioridad, tales como
el centro y norte de Europa (Genchi et al., 2009; Simén et al., 2009; Genchi et al., 2011).
Todo ello, junto con la existencia de reservorios salvajes, ayudan a favorecer la
transmision del paréasito en los animales domésticos (Lee et al., 2010), llegando a suponer
un mayor riesgo para el contagio en humanos (Otranto et al., 2013). Los humanos son
hospedadores normalmente accidentales en areas endémicas de enfermedad y su
infeccidn suele relacionarse con la formacion de nodulos o quistes parasitarios en ramas

de la vasculatura pulmonar (Genchi et al., 2009; Fontes-Sousa et al., 2019).

TAXONOMIA

D. immitis pertenece a la Clase Nematoda, Familia Filariidae, Género Dirofilaria
y Especie immitis de aspecto filiforme y color blanquecino (Marquardt et al., 2000). El
Género Dirofilaria esta conformado por varias especies, aunque destacan Dirofilaria
immitis y Dirofilaria repens por su distribucién mundial y capacidad de afectar a humanos

y animales.




Los vermes adultos de D. immitis suelen se alargados y carecen de capsula bucal y faringe.
Por norma, el macho es mucho menor que la hembra, y las espiculas son desiguales en
forma y tamafio, llegando a medir entre 250 a 310 mm de longitud la hembra y 120 a 200
mm el macho (Manfredi et al., 2007). La vulva se sitGa proxima al extremo anterior donde
los huevos larvados eclosionan en el Gtero, dando lugar a las L1 hacia el torrente

sanguineo.

CICLO BIOLOGICO

El ciclo de vida de D. immitis se desarrolla gracias a mosquitos del género Culex,
Aedes y Anopheles principalmente. Sus hospedadores definitivos son perros domésticos
principalmente, aunque existen otros carnivoros que pueden infectarse como zorros,
lobos, coyotes, canidos salvajes, gatos y félidos salvajes, hurones, nutrias, leones marinos,
pandas rojos, 0sos e incluso algunos primates, actuando como reservorios de la
enfermedad. En la especie humana, el contagio se considera accidental en aquellas zonas
con elevada prevalencia de la enfermedad en animales domésticos, siendo el desarrollo

del paréasito diferente (Simén et al., 2012).

Estos mosquitos con capacidad hematofaga ingieren sangre de un perro con microfilarias
(L1) circulantes en el torrente sanguineo, las cuales avanzan desde el intestino del
mosquito hasta los tubulos de Malpighi entre 24 y 36 horas post-ingestion, dando lugar
al desarrollo de larvas L3 (forma infectante) (Manfredi et al., 2007). A continuacion,
migran hacia la proboscide donde permaneceran hasta ser inoculadas junto con la
hemolinfa al nuevo hospedador (Cancrini y Kramer, 2001). El desarrollo larvario en el
mosquito depende de las condiciones ambientales, especialmente de la temperatura,
siendo las optimas superiores a 14°C (Genchi et al., 2009). Una vez inoculada la forma
infectante (L3) comienza su desarrollo a estado adulto dentro del hospedador definitivo.
Esta L3 se aloja en el musculo o tejido subcutaneo donde muda a L4 permaneciendo en
el tejido subcutaneo hasta 3 semanas para desplazarse a las fibras musculares, donde
podré alcanzar el centimetro de longitud hasta un periodo de dos meses. A los 50 dias se
produce la muda a estadio pre-adulto (L5) el cual llegara a las arterias pulmonares entre

los dias 70 a 85 post-infeccion, llegando a medir de 2 a 3 cm.

A partir de los seis a ocho meses puede tener una longitud de entre 20 a 30 cm siendo ya

capaz de producir microfilarias (Figura 1). Las formas adultas tienen una vida media de




5a 7 afios y las microfilarias hasta 30 meses (Bowman y Atkins, 2009). Esté descrita la
transmision transplacentaria de microfilarias de madre a cachorros, aunque al tratarse de
formas inmaduras L1 no tienen capacidad infectante. De igual modo ocurre en las

microfilarias transmitidas por transfusion sanguinea (Mantovani y Jackson. 1966;
Brinkmann et al., 1976; Todd y Howland, 1983; Menda., 1989).
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FIGURA 1: Dibujo ilustrativo con la descripcion del ciclé biolégico de D. immitis en perro y gato
(American Heartworm Society, 2020).

VECTORES

Los vectores del parasito son mosquitos hembra pertenecientes al orden Diptera,
suborden Nematocera, Familia Cullicidae. Dentro de esta familia se encuentran los
géneros de Anopheles, Culex, Aedes, Culiseta cuyas piezas bucales se caracterizan por
formar una larga probdscide preparada para perforar la piel de los mamiferos. Las

hembras requieren del aporte de proteinas de la sangre previamente a la puesta de huevos.

Morfolégicamente, se caracterizan por tener un cuerpo pequefio (no mas de 15 mm) y
patas alargadas (Guedes, 2012).




La capacidad de adaptacion de estos vectores es muy alta, pudiendo realizar la puesta de
huevos tanto en agua como en plantas de areas domésticas y otros Gtiles humanos como
botellas, macetas, floreros, platos (Da Silva et al., 2014). Todo ello, asociado a los
cambios climatoldgicos en zonas templadas, favorece la presencia de estos vectores en
zonas antes no descritas, considerandose especies invasoras (Genchi et al., 2005;
Montoya-Alonso et al., 2010; Montoya-Alonso et al., 2011; Genchi et al., 2011; Diaz,
2015).

MICROFILARIAS

La microfilaremia aparece a los 6 meses tras la infeccion. Actualmente no existe
relacion entre el nimero de microfilarias circulantes estimado por ml de sangre y el
namero de parasitos adultos presentes en las arterias pulmonares y/o corazon derecho.
Existen descripciones clasicas referentes a la periodicidad de la microfilaremia en perros
infectados por D. immitis, las cuales referian que la microfilaremia era mayor durante las
horas diurnas, siendo descartado actualmente por varios estudios (Rawlings y Calvert,
1997; Dillon, 2000). Se ha descrito que aproximadamente un 60% de los animales
infectados por este parasito son amicrofilarémicos; estos casos pueden deberse a que
existe una eliminacion inmunomediada de las microfilarias circulantes, existen
infecciones con parasitos adultos de un sélo sexo o que se ha aplicado un tratamiento

preventivo cuya accion es microfilaricida (Labarthe et al., 1997).

WOLBACHIA PIPIENTIS

Wolbachia pipientis es una bacteria gram negativa perteneciente al orden
denominado Rickettsiales, la cual es endosimbionte y es indispensable para la
supervivencia del parasito. Esta bacteria se encuentra en todos los estadios de desarrollo
del ciclo de vida de D. immitis. Se aloja principalmente en las células hipodérmicas de las
cuerdas laterales; ademas, en la hembra se encuentra en el tracto reproductivo de las
hembras (ovocitos, fases morulares y microfilarias) (Bandi et al., 1999; Kramer et al.,
2003; Kozek et al., 2005). Cabe afiadir que no se ha detectado la presencia de la misma

en el sistema reproductor de los parasitos machos hasta el momento (Kozek et al., 2005)




por lo que se sugiere que la transmision de la bacteria se produce de manera vertical a
través del citoplasma del 6vulo.

La reproduccion de W. pipientis puede tener lugar mediante fusion binaria, la cual es la
mas comin, o mediante un ciclo similar al de las bacterias del filum Chlamydiae, el cual
consiste en la formacion de pequefias particulas esféricas conocidas como cocides y su
posterior crecimiento y desarrollo a formas bacterianas mas grandes (Storz et al., 1971).
La relacion carga bacteriana-parasito parece tener diferente proporcion en los diferentes
estadios de desarrollo del nematodo, siendo menor en las microfilarias y en las etapas
larvarias L2 y L3. Cabe afiadir que la carga bacteriana suele ser un factor ventajoso para
el parasito en cuanto a términos de longevidad y fecundidad (Taylor et al., 2005).
Ademas, durante la primera semana tras la infeccion, el nimero de W. pipientis aumenta
considerablemente. La multiplicacion rapida contintia durante todo el desarrollo de la L4,
por lo que la principal fase de crecimiento de la poblacion bacteriana tiene lugar el primer
mes de dicha infeccidn (Kozek et al., 2005; Taylor et al., 2005).

En cuanto a la importancia en la fisiopatologia de la enfermedad aportada por W. pipientis
cabe afadir que, al encontrarse el parasito en el propio sistema circulatorio, cuando se
libera la bacteria al torrente sanguineo puede diseminarse de manera muy rapida por todo
el organismo, afectando principalmente a la vasculatura pulmonar, también al sistema
reticuloendotelial tanto en bazo como en higado, ademas de poder ser filtradas por el
rifndn. Estas localizaciones suelen ser las mas habituales en las que se encuentra la
mayoria de las veces antigenos bacterianos y lesiones asociadas (Kozek et al., 2005;
Taylor et al., 2005).

Los distintos mecanismos por los que la bacteria puede liberarse al torrente sanguineo
pueden ser durante la muerte de los parasitos adultos o las larvas ya sea por la accion de
farmacos o por la propia respuesta inmune del hospedador. También se puede producir la
liberacidon de W. pipientis desde el Gtero de las hembras adultas o a través de fragmentos

de huevos que son arrojados (Kozek et al., 2005).

Por ultimo, es de interés afadir la capacidad de dichas bacterias en la inmunotolerancia
caracteristica de esta enfermedad a largo plazo, ya que parece tener implicacion en la

disminucidn de la respuesta inmune del huésped (Genchi et al., 2012).




EPIDEMIOLOGIA

""La historia natural de las enfermedades
transmitidas por mosquitos es compleja,
y la interaccién con el clima, la ecologia,
la biologia de los vectores y muchos otros
factores desafian todos los andlisis simplistas"*

(Paul Reiter, 2001)

La emergencia y reemergencia de enfermedades transmitidas por vectores ha
aumentado exponencialmente en los ultimos 30 afios. Esto es debido a la confluencia de
factores medioambientales, ecoldgicos y sociales que facilitan la interaccion del parasito,
vector y hospedador. La dirofilariosis es considerada una enfermedad de distribucion
mundial, cosmopolita, cuya localizacion suele ser zonas con elevadas temperatura y
humedad durante, al menos, determinadas épocas del afio. EI cambio climéatico es uno de
los factores determinantes para la dispersion y adaptacion de los vectores transmisores
del parasito, por lo que el aumento de temperaturas a nivel mundial facilita la
diseminacion de la enfermedad en zonas antes no esperadas (Simén et al., 2012). Ademas,
el potencial zoonotico de D. immitis y su relevancia en la salud publica remarca la

importancia de monitorizar la evolucién de esta enfermedad (Simén et al., 2012).

En Europa Occidental, la dirofilariosis canina se ha estabilizado, incluyéndose las areas
hiperendémicas de la enfermedad. En cambio, la prevalencia ha aumentado en paises del
Este y zonas asiaticas de Rusia (Genchi et al., 2009) favorecido por el cambio climatico
y otros factores, como la falta de prevencion, subestimacion del riesgo de infeccion y el
alto nimero de perros callejeros y huéspedes salvajes no tratados, principalmente
chacales (Otranto et al., 2013; Kravchenko et al., 2016).

En Espafa, se ha producido un aumento de la prevalencia en areas del sur y el este ya
consideradas endémicas de la enfermedad como son Extremadura, Murcia, Comunidad

Valenciana, Catalufia y Aragdn. Mientras que también hay un aumento progresivo de la




prevalencia en zonas con poca presencia del parasito, o presencia muy localizada, como
es el caso de Galicia, Castilla y Leon, Castilla la Mancha, o Baleares. Ademas, las
prevalencias del parésito se reportan por primera vez en Asturias, Cantabria, Navarra y
Pais Vasco (Montoya et al., 2020; 2022) (Figura 2). Esto puede deberse a otros factores
como la creacion de areas de regadios y zonas urbanas, la adopcién de mascotas y su
traslado desde areas endémicas a otras libres anteriormente del parasito sin los controles
adecuados, y a la ausencia de profilaxis generalizada, lo que ayuda a su diseminacion.

0%
0.1-0.9%
1-4.6%
5-10%

= >10%

FIGURA 2: Mapa de prevalencia de D. immitis en perros en Espafia (Montoya et al., 2022).

D. immitis es considerada una enfermedad hiperendémica en cuatro de las siete islas
Canarias, habiéndose estabilizado su prevalencia en los ultimos afios. Debido a los
microclimas caracteristicos de las islas, las zonas rurales y areas de cultivo presentan
mayor incidencia que las urbanas. La exposicién a D. immitis en la especie felina es

proporcional al grado de dirofilariosis canina (Montoya et al., 2016).
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FISIOPATOLOGIA

Como hemos comentado con anterioridad los parésitos adultos se localizan en las
arterias pulmonares, siendo los principales érganos afectados los pulmones y el corazon.
Los cambios fisiopatolégicos vendran condicionados principalmente por la duracién de
la infeccion (cronicidad), la reaccion propia de cada hospedador en respuesta a la
infeccion y el nivel de actividad fisica de cada paciente (Knight et al., 1987; Dilon et al.,
1995; MccCall et al 2008a; Atkins et al., 2011).

Endarteritis pulmonar proliferativa.

La endarteritis pulmonar proliferativa consiste en una serie de cambios a nivel de
la vasculatura pulmonar que se desencadenan por la presencia de los paréasitos en la luz
vascular asi como otros mecanismos end0genos, que provocan un engrosamiento de la
intima vascular que conlleva a un estrechamiento de la luz arterial (Furlanello et al.,
1998). Estos cambios se hacen visibles al poder observarse vellosidades en las paredes de
las arterias afectadas, que se tornan rugosas y con tonos purpuras en contraposicion con
las paredes vasculares sanas, que suelen ser de aspecto blanquecino y liso (Adcock et al
1961; Rawlings et al., 1986) (Figura 3).

Estos cambios desembocan en que las arterias lesionadas pierden su elasticidad y se
vuelven tortuosas, sufriendo dilatacién y aumento de didmetro. Sin embargo, la luz
vascular disminuye debido al engrosamiento de la pared arterial de manera que, en
algunos casos, se produce obstruccion por embolizacién en aquellas arterias mas
estrechas (Kittleson y Kienle, 2000; McCall et al., 2008b). Dicha remodelacion suele
comenzar a los pocos dias después de la llegada de los parasitos a las arterias pulmonares,
pudiendo evidenciarse cambios tras 3 meses de infeccion y agravandose desde los
siguientes 2 meses, aproximadamente. Suele comenzar en las ramas periféricas de la
arteria pulmonar, ya que es el primer sitio de fijacidn de los paréasitos, para ir avanzando

hacia segmentos proximales a medida que avanza la infeccién (Gomez et al., 1999).

La endarteritis pulmonar proliferativa se produce por cambios en la estructura y
organizacion de las células endoteliales en la que se produce una migracion de células de

musculatura lisa de la tinica media a la intima vascular. Se describe también la existencia
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de neutrdfilos activados adheridos a la superficie endotelial y una activacion de la
adhesion plaquetaria, debido al dafio endotelial, lo que permite que la albimina y células
sanguineas alcancen el espacio perivascular favoreciendo la infiltracion de leucocitos en
la pared arterial. A todo ello cabe afiadir que se produce la multiplicacion de células de la
musculatura lisa en la tdnica media, que migran a la superficie endotelial en respuesta a
la liberacidon de factores de crecimiento. Esta multiplicacion y migracién de células
musculares produce vellosidades en la superficie interna de las arterias pulmonares, las
cuales también se componen de colageno (Munnell et al., 1980; Venco et al., 2014a)
(Figura 4).

Ademas de la accion del propio parasito en la intima vascular, también se han descrito
otros mecanismos que pueden favorecer el desarrollo de esta endarteritis pulmonar
proliferativa como son la activacion del sistema plasminégeno/plasmina llevado a cabo
por los productos metabolitos del parasito. Ha sido descrito que la desregulacion del
sistema plasmindgeno/plasmina conlleva a una sobreproduccion de plasmina que
desemboca en degradacion de colageno de tipo I,ILILIV, V y Xl y, por lo tanto, de la
matriz extracelular, ademas de proliferacion y migracion celular en las arterias elasticas,
contribuyendo asi a la formacion de las microvellosidades vasculares (Gonzalez-Miguel
et al., 2015; Bou-Gharios G et al., 2004).

FIGURA 3: Endarteritis pulmonar proliferativa en la arteria pulmonar de en un perro infectado por D.
immitis donde se puede apreciar la presencia de vellosidades dando un aspecto rugoso a la pared, asi como
una tonalidad parpura (Carret6n et al., 2012).
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FIGURA 4: Imagen histolégica de una seccion de arteria pulmonar de un gato infectado por D. immitis
donde se aprecia la endarteritis pulmonar proliferativa (A) ademas de un verme adulto rodeado por un
trombo (B) (McCracken y Patton, 1993).

Hipertension pulmonar.

La dirofilariosis cardiopulmonar es una enfermedad que afecta al sistema
cardiorrespiratorio, produciendo un aumento de la resistencia vascular pulmonar, lo que
supone un aumento de la poscarga debido a la vasoconstriccion y remodelacion vascular.
Estas alteraciones conducen a la reduccion de la luz vascular, pérdida de la elasticidad o
distensibilidad de las arterias pulmonares, y la formacion de tromboembolismos
pulmonares, provocando todo ello hipertension pulmonar (Rawlings et al., 1981; Sasaki
et al., 1992; Rohn et al., 1995; Venco y Venzzoni, 2001; Venco et al., 2014b). Estos
cambios se producen de manera gradual y cronica, por lo que en ocasiones se puede
formar una circulacion colateral en el pulmén de ciertos animales infectados al igual que
ocurre con otras enfermedades parasitarias por nematodos, que podria compensar el

aumento de presion (Borgeat et al., 2014).

Algunos de los factores relacionados con la severidad de la hipertension pulmonar pueden
ser la carga parasitaria relativa, la duracion de la infeccion, la cantidad de ejercicio
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realizado durante la parasitosis y la reaccion individual del hospedador (Bowman y
Atkins, 2009; Anne y Atkins, 2020), aunque otros autores afirman que el nimero de
parésitos en las arterias pulmonares no correlaciona con el grado de hipertension
pulmonar en perros infectados por D. immitis (Uchide et al., 2005). Cabe afiadir que la
hipertension suele ser moderada en la mayoria de los pacientes, aunque durante el
ejercicio el gasto cardiaco aumenta — por el mayor requerimiento de sangre y su
consiguiente aumento de flujo sanguineo en el lado derecho del corazén — por lo que la
presion en la arteria pulmonar puede llegar a ser mas del triple (Kittleson et al., 1998).
Por este fendbmeno podria explicarse el principal signo clinico en muchos animales

infectados por D. immitis, la intolerancia al ejercicio (Rawlings et al., 1978).

También se pueden presentar casos agudos en el caso de hipertension pulmonar,
asociados a la formacion de tromboembolismos pulmonares secundarios a la muerte de
los parésitos adultos, ya sea de manera inducida por el tratamiento o de manera natural,
en los que se produce una obstruccion arterial y vasoconstriccion (Kramer et al., 2008;
Bowman y Atkins, 2009). En estos casos, el prondstico es reservado debido a la escasa
capacidad de compensacion del lecho vascular ante un cambio tan brusco de presion en
la circulacién pulmonar. La hipertension pulmonar puede, ademas, facilitar la
recolocacion de los parasitos migrando desde zonas distales de la arteria pulmonar a
partes proximales de la misma o incluso al corazon, pudiendo favorecer el desarrollo del
sindrome de vena cava (Atkins et al., 1988; Ames y Atkins, 2020) (Figuras 5 y 6).

Insuficiencia cardiaca congestiva derecha.

Como se ha descrito, la produccion de esta endarteritis pulmonar proliferativa va
a producir un aumento en la resistencia vascular pulmonar con un aumento de la poscarga
en el ventriculo derecho y, por consiguiente, desarrollo de hipertension pulmonar. De
manera temprana, esta hipertension pulmonar es sobrellevada por el ventriculo derecho,
el cual va a incrementar su contractilidad para mantener el gasto cardiaco. Sin embargo,
de manera cronica, esta sobrecarga de presion va a provocar ciertos cambios, como
hipertrofia de los miocitos y leve fibrosis del endocardio, subendocardio e intersticio. Esta
hipertrofia del ventriculo derecho sera concéntrica en estados iniciales; es decir, el

didmetro interno del ventriculo se vera mantenido (Hoch y Strickland, 2008; Poser y
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Guglielmini, 2016) y de manera sostenida en el tiempo se producird una hipertrofia
excentrica en el que el diametro del ventriculo derecho se verd aumentado (Nalije et al.,
2013).

En estadios méas avanzados se observa un deterioro en la funcion diastolica, con lo que el
Ilenado del ventriculo derecho se verd alterado dando lugar a una insuficiencia diastélica
del mismo (Hsieh et al., 1992; Gaynor et al., 2005). Algunos autores sugieren que, en
respuesta a esta sobrecarga de presion crénica a la que se ve sometida el ventriculo
derecho, puede existir una actividad compensatoria por parte de la auricula derecha la
cual va a actuar como reservorio mas que como conducto (Gaynor et al., 2005). Asi lo
han sefialado estudios anteriores mediante modelos matematicos, en los que se observé
que el aumento de la distensibilidad auricular mejoraba el rendimiento cardiaco en casos
de aumento crénico de poscarga derecha (Suga et al, 1974). Los cambios
histopatologicos que tienen lugar en el ventriculo derecho también pueden aparecer en la
auricula derecha pero de manera mas lenta, por lo que la capacidad de compensacion del
atrio derecho es muy importante y en casos en los que no tenga lugar podria aparecer
signos de insuficiencia cardiaca congestiva derecha (Laks et al., 1969; Dillon et al., 1995;
Gaynor et al., 2005; MccCall., 2008). Segun otros autores, hasta un 50% de los perros
infectados por D. immitis van a desarrollar insuficiencia cardiaca congestiva (Calvert et
al., 1999; Ettinger y Feldman, 2009b).

Lesiones pulmonares.

Aunque los parasitos adultos de D. immitis no se encuentran en contacto directo
con el parénquima pulmonar, este 6rgano se ve afectado por el parésito de distintas
maneras, debido a que desencadena una respuesta inflamatoria local causada por el
depdsito de antigenos parasitarios. Como se ha comentado con anterioridad, el desarrollo
de endarteritis en las arterias pulmonares provoca un dafio que desencadena aumento de
la permeabilidad en los vasos, por lo que se produce un infiltrado de plasma y células
inflamatorias, que da lugar a la aparicion de edema e inflamacion periarterial. Asi, se
forman infiltrados intersticiales y alveolares en los que principalmente se encontraran

eosindfilos y neutrofilos, dando lugar a una fibrosis irreversible (Rawlings et al., 1986).
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Por consiguiente, el &rea de intercambio gaseoso se vera reducida, lo que contribuira al

aumento de la resistencia vascular pulmonar.

\/ Endarteritis

Incuspid
regurgitaton

« Saptal hypertrophy, deviation
* Abnormal motion

* Altered LV compliance
VPC

FIGURA 5: Diagrama explicativo de la patogénesis del fallo cardiaco en casos de sindrome de vena cava.
Los paréasitos migran de manera retrégrado desde las arterias pulmonares hasta el atrio derecho y vena cava.
Esto produce alteracion en la funcién de la valvula trictspide y una disminucion de la precarga. El bajo
gasto cardiaco y la congestion que este fenémeno conlleva puede producir arritmias y contribuye alin mas
a la disfuncion cardiaca. Leyenda: CO. Gasto cardiaco. APC. Complejos atriales prematuros. CVP. Presion
venosa central. LVV. VVolumen ventricular izquierdo. PAP. Presion arterial pulmonar. RAE. Dilatacion de
auricular derecha. RVE. Dilatacién de ventriculo derecho. RVH. Hipertrofia ventricular derecha. VPC.
Complejo ventricular prematuro (Atkins, 1990; Ettinger y Feldman, 2009b).

Ademas, es posible encontrar lesiones pulmonares relacionadas con la neumonitis
eosinofilica o alérgica, también denominada sindrome de infiltracion eosinofilica
pulmonar, la cual puede darse en perros que sufren hipersensibilizacién a los antigenos
de las microfilarias. En estos pacientes, las microfilarias son inmovilizadas y destruidas
de manera inmediata y aguda en la circulacién pulmonar, debido a la presencia de gran
namero de anticuerpos frente a las microfilarias, principalmente IgG (Calvert y Losonsky,

1985). Esto va a producir la adhesién de los leucocitos a las microfilarias, que van a ser
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rodeadas por una inflamacién eosinofilica granulomatosa asociada, en ocasiones, a una
linfadenopatia bronquial (Confert et al., 1983; Bowman y Atkins, 2009). Ademas,
también se pueden formar lesiones del parénquima pulmonar focales debido a
tromboembolismos pulmonares, generalmente producidos por la muerte de los parasitos
adultos. Estos tromboembolismos van a agravar aun mas la hipertension pulmonar y, en
su caso, el fallo cardiaco derecho pudiendo observarse, en raras ocasiones, infarto
pulmonar. Los gusanos muertos van a desembocar a los vasos mas pequefios, produciendo
dafio en éstos y potenciando la activacion de la coagulacién, por lo que la circulacién
pulmonar de la zona podria verse restringida y conllevar a la consolidacion del 16bulo
afectado (Bowman y Atkins, 2009). Ademas, se sospecha que Wolbachia también juega
un papel en el proceso causante de las lesiones pulmonares; ciertos estudios han
observado la presencia de trombos e intensa inflamacion perivascular intersticial en
perros sin tratamiento mientras que perros que recibieron tratamiento antibidtico,
microfilaricida y adulticida mostraron lesiones arteriales menos graves y reduccion en la
presencia de trombos (Kramer et al., 2008).

FIGURA 6: Pardsitos adultos de D. immitis en camaras cardiacas derechas (European Society of

Dirofilariosis and Angiostrongylosis, 2017).
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Tromboembolismo pulmonar.

D. immitis es capaz de crear un microambiente en el hospedador que previene la
formacion de trombos cuando estan vivos. Se conoce que sus antigenos
excretores/secretores pueden tener propiedades anticoagulantes estimulando la expresion
de activadores de la fibrinolisis y reduciendo la actividad del factor Xa. (Gonzalez-Miguel
et al., 2015; Diosado et al., 2020; Ames y Atkins, 2020).

La formacién de tromboembolismos pulmonares tiene lugar cuando los parasitos mueren,
ya sea provocado por el tratamiento adulticida o de forma natural. Los paréasitos van a
circular a favor de corriente hasta quedar estancados en los vasos pulmonares de menor
calibre, principalmente en lobulos caudales, lo que va a contribuir al dafio vascular y a
activar la coagulacion. Las zonas pulmonares afectadas tendran su flujo sanguineo muy
reducido o incluso interrumpido, por lo que puede producirse consolidacion e infarto
pulmonar. Con todo ello provocara un desequilibrio en la relacion ventilacion-perfusion

Yy, por consiguiente, hipoxemia (McCall et al., 2008Db).

A nivel de la pared arterial, se observa una inflamacion granulomatosa que favorecera a
la aparicion de vellosidades en la intima vascular seguido de un aumento de la
permeabilidad vascular y formacion de edema perivascular, como se ha detallado
anteriormente. Por otra parte, los fragmentos de los parasitos seran calcificados y
parcialmente incorporados a la pared arterial en cuyas zonas se formara, a modo de
cicatriz, gran cantidad de tejido conectivo (Atkins et al., 2005). La formacion de
tromboembolismos pulmonares exacerbara la hipertensién pulmonar en estos pacientes.
A su vez, y a raiz del dafio vascular, las células endoteliales produciran factores como la
endotelina-1 o factores liberados por las plaquetas como serotonina, adenosin fosfato
(ADP) o tromboxano A2, que contribuirdn a la vasoconstriccién vascular arterial

pulmonar (Kramer et al., 2006; Ettinger y Feldman, 2009a).

Sindrome de vena cava.

El sindrome de vena cava tiene lugar cuando los parasitos adultos migran desde

las arterias pulmonares hacia camaras cardiacas derechas, imposibilitando el correcto
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funcionamiento de la valvula trictspide, asi como a las venas cavas craneal y caudal
(Figura 6). Esta obstruccion fisica del flujo sanguineo, junto con la hipertensién
pulmonar, producira la aparicion de signos de fallo cardiaco congestivo derecho por
aumento de la presion venosa (Strickland, 1998). Este fendémeno ocurre en perros con alta
carga parasitaria (Rawlings, 1986; Atkins et al., 1988; Ames y Atkins, 2020). En estos
casos el prondstico es desfavorable y esté indicado el tratamiento quirdrgico para paliar
los sintomas y reducir la carga parasitaria (Bové et al., 2010; Ames y Atkins, 2020).

Alteraciones renales.

Numerosos estudios han demostrado que las alteraciones renales también estan
presentes en los perros infectados por D. immitis. Se desarrolla una glomerulonefritis
membranosa debido principalmente al depdsito de inmunocomplejos en la membrana
basal de la membrana glomerular, dafiando el endotelio del mismo (Abramowsky et al.,
1981; Buoro y Atwell, 1983; Graver et al., 1989). Esta glomerulonefritis se caracteriza
histopatologicamente por la presencia de infiltrados inflamatorios en glomérulos,
engrosamiento de la membrana basal glomerular y deposicion de fibrina, con
proliferacion celular mesangial y endotelial (Nakagaki et al., 1993; Kamiie et al., 2000;
Carreton et al., 2020).

La presencia de microfilarias en los capilares glomerulares y vasos medulares también
contribuye a la exacerbacién de la inflamacion de los mismos (Ludder et al., 1988; Paes-
de-Almeida et al., 2003). Ademas, las microfilarias sirven de vehiculo para la bacteria
endosimbionte W. pipientis que, al liberarse con la muerte de las microfilarias, aumenta
la respuesta inmune especifica y provocan, por lo tanto, una mayor inflamacion (Aresu et
al., 2007; McCall et al 2008; Morchon et al.,, 2012; Hormaeche et al., 2014). La
glomerulonefritis suele ir acompafada de proteinuria, lo que favorece el empeoramiento
dando lugar a nefrosis grave; en algunos casos, puede observarse azotemia, aunque ésta
normalmente no estd presente (Kramer et al., 2005; Carreton et al., 2020). Algunos
autores han descrito que mas del 19% de perros infectados presentan proteinuria
(Carreton et al., 2020). La presencia de proteinuria puede conllevar, entre otras, la pérdida

de Antitrombina Il la cual juega un papel especialmente importante en el estado de
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hipercoagulabilidad en los perros infectados por D. immitis (Ettinger y Feldman, 2009c;
Carretdn et al., 2013).

SIGNOS CLINICOS

La aparicién de signos clinicos en los perros infectados por D. immitis suele
demorarse hasta pasado el periodo larvario y pre-adulto de los parasitos, que suele ser de
unos 6 o 7 meses. Por ello, esta enfermedad suele ser silente al principio y la aparicion de
sintomas no sucede hasta que la enfermedad no se cronifica, pudiendo comenzar a
aparecer en torno al afio tras la infeccion y siendo mas evidentes varios afios después
(Kittleson, 1998; McCall et al., 2008b). La presentacion de éstos va a depender
principalmente de la carga parasitaria relativa, duracion de la infeccion, cantidad de
ejercicio y la reaccion individual del hospedador al parésito (Dillon et al., 1995; Bowman
y Atkins, 2009; Ames y Atkins, 2020). La tos no productiva y crénica acentuada tras el
ejercicio suele ser el hallazgo mas comdn en perros levemente afectados, ademas de
disnea, taquipnea, intolerancia al ejercicio, pérdida de peso y sincope cuando la
enfermedad va avanzando. Puede aparecer hemoptisis y/o epistaxis debido a la
inflamacion vascular pulmonar, la cual puede desarrollar aneurismas que, junto con la

aparicion de tos, pueden provocar la ruptura de algunos vasos pulmonares.

A la auscultacion cardiaca puede existir un soplo sistolico con punto de mayor intensidad
en la region apical derecha en caso de insuficiencia tricuspidea, cuando existe
hipertension pulmonar, asi como un soplo diast6lico pulmonar en caso de presencia de
insuficiencia pulmonar valvular. En lo referente a la auscultacion pulmonar, en ocasiones
se pueden escuchar crepitaciones pulmonares difusas, mas marcadas en I6bulos caudales
en casos de granulomatosis eosinofilica, aunque puede existir afeccion pulmonar sin
cambios en la auscultacion (Ames y Atkins, 2020). En casos de insuficiencia cardiaca
congestiva derecha y sindrome de la vena cava podemos observar distension y presencia
de pulso yugular, el cual indica aumento en la presion del atrio derecho, acompafiado de
hepatomegalia, esplenomegalia y ascitis (Ettinger y Feldman, 2009b; Ames y Atkins,
2020). Otros hallazgos menos frecuentes son efusion pleural, derrame pericardico o
edema subcutaneo, este Gltimo mayormente asociado a hipoalbuminemia. La naturaleza

y gravedad de los signos clinicos son una de las caracteristicas principales que se tienen
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en cuenta a la hora de establecer un estadiaje de severidad clinica en la enfermedad, en la

clasificacion clasica establecida por Di Sacco y Vezzoni. (1992) (Tabla 1).

Anamnesis y exploracion fisica normales

Clase | Radiografia toracica, ecocardiografia y
analitica sin alteraciones
Prondstico favorable
Leve intolerancia al ejercicio y tos
Radiografia toracica: ligero engrosamiento de
la arteria pulmonar y aumento moderado de
Clase 11

ventriculo derecho

Ecocardiografia: presencia de filarias adultas

Prondstico: reservado

Clase 111
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Clase IV (Sindrome de vena cava)

TABLA 1: Clasificacion clinica en pacientes infectados por D. immitis (Di Sacco y Vezzoni, 1992).

DIAGNOSTICO DE LA DIROFILARIOSIS CARDIOPULMONAR CANINA

Para establecer un diagndstico definitivo de la enfermedad se realizara un test de
antigenos y para valorar el estadio de enfermedad y el prondstico seran necesarias varias
pruebas complementarias (European Society of Dirofilariosis and Angiostrongylosis,

2017; American Heartworm Society, 2020).

Test de antigenos.

Para el diagndstico de la dirofilariosis cardiopulmonar, el test de antigenos es el
método de eleccion (Figura 7). Existen Kits comerciales basados en técnicas de ELISA e
inmunocromatografia, desarrollados para la deteccion de antigenos de gusanos adultos de
D. immitis (Barr et al., 2011, Henry et al., 2018; Little et al., 2018). Estos test van a
detectar antigenos del tejido ovarico de hembras adultas, (Courtney y Cornell, 1990) si
bien los de ultima generacion también son capaces de detectar proteinas comunes tanto

en machos como en hembras (Grieve et al., 1981; Weil et al., 1987).

Dichos test poseen una especificidad muy elevada (99,3-100%), por lo que la posibilidad

de obtener reacciones cruzadas con otras filarias caninas como D. repens, D. reconditum,
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A. dracunculoides y S. lupi es baja. La sensibilidad es muy elevada, aunque cargas
parasitarias muy bajas pueden no ser detectadas (Courtney y Zeng., 2001; Atkins et al.,
2003). Los falsos positivos suelen ser poco frecuentes y estan asociados a fallos técnicos
a la hora de realizar el test 0 a que el tiempo de lectura del resultado haya sido mayor al
indicado por el fabricante (Wang et al., 1998; Atkins et al., 2003; Lee et al., 2011). Por
otro lado, pueden reportarse falsos negativos debido principalmente a baja carga
parasitaria, infeccion en periodo prepatente en el que los parasitos ain no son adultos
(McCall et al., 2001; Henry et al., 2018), o paréasitos adultos muy viejos con menor carga
antigénica. También pueden producirse falsos negativos por reacciones inmunes con
formacion de inmunocomplejos antigeno-anticuerpo en el hospedador, infecciones
causadas s6lo por parésitos adultos machos, una administracion continuada de lactonas
macrociclicas en perros infectados o por errores en el manejo a la hora de realizar el test

(Tonelli et al., 1989; American Heartworm Society, 2020).

LA

L cniE) FIGURA 7: Uranotest® Quattro (Dirofilaria
immitis, Ehrlichia canis, Leishmania infantum y

g Anaplasma spp) con resultado positivo frente a D.
immitis.
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Deteccion de microfilarias.

La deteccion de microfilarias circulantes se considera un método complementario
para el diagndstico de la dirofilariosis cardiopulmonar incluso en zonas hiperendémicas
de enfermedad. Esto es debido a que entre un 10-20% de las infecciones pueden cursar
con amicrofilaremia debido a, por ejemplo, que exista parasitacion con gusanos adultos
de un solo sexo, inmadurez de los parasitos o por el contrario infecciones con parasitos

de edad avanzada, existencia de localizacion ectopica, destruccion inmunomediada de las
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microfilarias por parte del sistema inmune o aplicacion de tratamiento preventivo
intermitente (Rawlings et al., 1982; Ettinger y Feldman, 2009b). Sin embargo, la
aplicacion de esta técnica es de gran utilidad en animales en los que se sospecha de

infeccion, pero se ha obtenido un test de antigenos negativo (Velasquez et al., 2014).

El método de referencia para cuantificar la cantidad de microfilarias es el test de Knott,
permitiendo ademas la diferenciacion morfoldgica entre D. immitis, D. repens y
Acanthocheilonema spp (Knott, 1939; Mylonakis et al., 2004). La cantidad de
microfilarias observadas no esta correlacionado con la carga de parasitos adultos ni con
la severidad de la infeccion (European Society of Dirofilariosis and Angiostrongylosis,
2017; American Heartworm Society, 2020).

Radiologia toracica.

La radiografia toracica es un método complementario en el diagnostico, ayudando
a determinar la severidad de la infeccion ya que aporta informacion sobre los cambios
que ocurren tanto en el parénquima pulmonar como en la vasculatura (Venco et al., 2003;
Bahr., 2009) (Figuras 8 y 9).

Se considera que hasta el 85% de los pacientes infectados por D. immitis desarrollan
cambios radioldgicos del paréenquima pulmonar, los cuales pueden presentarse de manera
precoz en casos de respuesta inflamatoria, normalmente asociada a la llegada de las
filarias pre-adultas al parénquima pulmonar, mientras que otros cambios se haradn
evidentes con el avance de la enfermedad asociados a la cronicidad del dafio vascular y a
la formacion de tromboembolismos pulmonares; por ejemplo, se observan zonas de
radiodensidad aumentada adyacentes a las arterias afectadas normalmente en los lébulos

pulmonares caudales (Bowman y Atkins, 2009; Ettinger y Feldman, 2009b).

Los hallazgos radiol6gicos asociados a la vasculatura pulmonar son la dilatacion y
aumento de la tortuosidad de las arterias pulmonares principales y periféricas (Quinn y
Williams, 2011b). Estas arterias pulmonares pueden terminar su recorrido de forma
brusca en casos de presencia de tromboembolismos pulmonares al verse interrumpido el

flujo sanguineo a través de ellas (Losonsky et al., 1983). Para la valoracion radioldgica

24




de las arterias pulmonares, las proyecciones ventrodorsal y/o dorsoventral son las de
mayor utilidad ya que nos permiten comparar el didmetro de las mismas con el didmetro
de la novena costilla, siendo considerado un valor normal un ratio arteria:costilla <1
(Tudor et al., 2014; Oui et al 2015). En la proyeccion laterolateral izquierda podemos
valorar las arterias lobares craneales, las cuales no deben tener un didmetro mayor al

didmetro de la cuarta costilla en su porcion méas proximal (Tharll y Losonsky, 1976).

La dilatacion de las camaras cardiacas derechas se asocia a fases avanzadas de la
enfermedad y segun estudios se puede observar hasta en un 60% de los casos (Losonsky
et al., 1983). Se evalta con mayor facilidad en las proyecciones ventrodorsal y/o
dorsoventral, observandose la silueta cardiaca con la denominada forma de "D invertida"
en aquellos animales con camaras derechas dilatadas (Bahr, 2009). También puede ser de
utilidad la medicion del indice cardiaco-vertebral para valorar la presencia de
cardiomegalia de manera objetiva (Buchanan y Bucheler, 1995; Lister et al., 2005). En
caso de presencia de fallo cardiaco congestivo derecho podemos observar dilatacion de

vena cava caudal, ademas de efusion pleural (Georgi y Georgi, 1994).

FIGURAS 8 y 9: Radiografias laterolateral derecha y dorsoventral de perro con dirofilariosis
cardiopulmonar en el que se aprecia un patron bronquio-intersticial pulmonar ademas de dilatacion de

arterias pulmonares y leve aumento de las cAmaras cardiacas derechas.
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Electrocardiografia.

Aunque las arritmias son poco frecuentes en perros infectados por D. immitis
podemos encontrar alteraciones electrocardiograficas en fases avanzadas de la
enfermedad, principalmente cuando el corazéon se ve afectado. Algunos autores
demostraron que entre un 38-62% de perros con dirofilariosis cardiopulmonar
presentaban anormalidades en el electrocardiograma (Lombar y Ackerman, 1984),
mientras que en otros estudios reportan alteraciones solo en un 6% (Calvert y Rawlings,
1988). En cuanto a los hallazgos mas comunes, se describe desvio del eje eléctrico medio
hacia la derecha en caso de dilatacion/hipertrofia del ventriculo derecho. Esta alteracién
suele estar asociada a la presencia de ondas Q y S profundas en el complejo QRS vy
bloqueo de rama derecha (Figura 10). En casos de dilatacion de auricula derecha,
podemos observar ondas P pulmonale normalmente asociadas a la presencia de
hipertension pulmonar (Ettinger y Feldman, 2009b). La presencia de arritmias suele ser
de entre un 2-4% caracterizadas por complejos atriales y ventriculares prematuros o
fibrilacion atrial, sobre todo en casos de sindrome de vena cava, insuficiencia cardiaca e
hipertension pulmonar (Atkins, 2009; Montoya Alonso y Carreton, 2012).

c1ig CARDIOLINE DELTAL
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FIGURA 10: Trazado electrocardiografico (25 mm/sec; 10 mm/mV) en el que se puede apreciar un ritmo
sinusal con aumento de voltaje de onda Q en derivacion Il indicativo de bloqueo de rama derecha en un

paciente infectado por D. immitis.
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ECOCARDIOGRAFIA

La ecocardiografia es un método complementario de gran valor en pacientes con
dirofilariosis cardiopulmonar ya que nos permite valorar la morfologia y funcién del
corazdn. Esta técnica permite visualizar a los parasitos adultos en muchas ocasiones, los
cuales se localizan principalmente en las arterias pulmonares distales, aunque si se
encuentran fuera del campo ecogréafico no siempre son visibles. En pacientes con alta
carga parasitaria podemos observar facilmente a los gusanos adultos en arteria pulmonar
principal y en auricula y ventriculo derechos. Los parasitos se visualizan como dos lineas
hiperecogénicas paralelas. Debemos tener precaucion ya que algunos artefactos pueden
dar lugar a un diagndstico falso positivo (Quinn y Williams, 2011b; Paradies et al., 2014).
Para visualizar los parasitos de manera dptima se recomienda realizar un corte transversal
a nivel del tracto de salida del ventriculo derecho y del tronco pulmonar en posicion
paraesternal derecha (Boon, 2012); a este nivel podemos valorar la carga parasitaria
relativa (Venco et al., 2001). Gracias al examen bidimensional 0 modo B podemos valorar
la morfologia del ventriculo derecho a causa del aumento de poscarga como son
hipertrofia de la pared libre del ventriculo derecho y del septo interventricular o la
dilatacion de las arterias pulmonares. En casos de hipertension pulmonar podemos
observar aplanamiento del septo interventricular, movimiento septal paraddjico y/o

dilatacion del ventriculo derecho (Tai y Huang, 2013).
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FIGURA 11: Imagen ecocardiografica en vista paraesternal derecha de un perro con dirofilariosis en el
que se observa un corte de cuatro cdmaras. Medicion mediante Modo M del indice de distensibilidad de la
arteria pulmonar derecha.
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Ademaés, mediante el modo M podemos medir el indice de distensibilidad de la arteria
pulmonar derecha el cual nos permite valorar la elasticidad de las arterias pulmonares en
los casos de endarteritis pulmonar proliferativa (Figura 11), lo que permite estimar la
presencia y gravedad de hipertension pulmonar (Venco et al., 2014; Visser et al., 2016;
Serrano Parrefio et al., 2017).

El examen por Doppler color nos ayuda a observar la presencia de regurgitacion, tanto
tricispidea como pulmonar, para detectar los casos de hipertension pulmonar por
aumento de la poscarga y creacion de un gradiente de presion (Figura 12). Por otro lado,
el Doppler espectral nos ayuda a valorar la velocidad del flujo a través de las valvulas y
estimar la presencia y gravedad de hipertension pulmonar (Kellihan y Stepien, 2012b;
Boon, 2012) (Figura 13).
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FIGURA 12: Imagen ecocardiografica en corte paraesternal derecho a nivel de base cardiaca de un perro
infectado por D. immitis con carga parasitaria moderada. El examen de la valvula pulmonar mediante
Doppler Color muestra la presencia de regurgitacion pulmonar.
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FIGURA 13: Imagen ecocardiogréafica mediante ventana paraesternal izquierda en el que se observa un
corte apical de cuatro cAmaras en un perro con dirofilariosis. Mediante Doppler espectral se mide la
velocidad de regurgitacion trictspidea, siendo en este caso, de 2,4 m/s (se considera hipertension pulmonar
una regurgitacion >2,8 m/s) (Kellihan y Stepien, 2010; Reinero et al., 2020).

Pruebas de laboratorio.

En referencia a las pruebas hematoldgicas, las anormalidades mas comunes en
perros infectados por D. immitis son: anemia no regenerativa leve, neutrofilia, eosinofilia,
basofilia y trombocitopenia. En casos de pacientes con sindrome de vena cava se puede
observar, ademas, anemia hemolitica debido a que existe una destruccién traumatica de
los eritrocitos al pasar a través de los pardsitos adultos en la auricula derecha
principalmente (Buoro y Atwell, 1984; Atwell y Farmer, 1982). También se ha descrito
la presencia de anemia no regenerativa tanto leve como moderada en perros
microfilarémicos (Atwell y Buoro, 1983). Estudios recientes describen la presencia de

anomalias en la distribucion media de globulos rojos en los casos de hipertension
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pulmonar severa (Swann et al., 2014; Mazzotta et al., 2016; Su-Jung Kim et al., 2020).
La distribucion de globulos blancos suele ser normal en pacientes asintomaticos
(Rawlings, 1985), aunque hay presencia de eosinofilia en el 85-95% de los perros, siendo
un signo inespecifico de la enfermedad (Confer, 1983). En el caso de pacientes
amicrofilarémicos se puede encontrar neutrofilia asociada a la respuesta inmune frente a

las microfilarias (Gosset et al., 1987).

Los parametros bioquimicos suelen verse afectados en pacientes con enfermedad severa.
Suelen verse afectados principalmente los pardmetros hepaticos como la ALT y AST y
se relaciona con una disminucién del gasto cardiaco derecho que conlleva congestion
venosa hepética o asociado a coagulacion intravascular diseminada (Ames y Atkins,
2020). La elevacion de la ALT en estos pacientes, segun ciertos estudios, sugiere un
prondstico reservado (Bove et al., 2010). También esta descrita la presencia de azotemia
y proteinuria, y los pacientes con sindrome de vena cava pueden presentar orina de color
marronaceo asociado a la presencia de hemoglobinuria (Atkins et al., 2009, Bowman y
Atkins, 2009).

En cuanto al perfil de coagulacion cabe recordar que en estos pacientes existe dafio
endotelial, lo cual conlleva a la adhesion plaquetaria y leucocitaria lo que facilita la
formacién de tromboembolismos pudiendo derivar en un mayor consumo de plaquetas,
fibrinbgeno y otros sustratos de la coagulacion, mostrandose alteraciones analiticas en
este sentido (Schaub et al., 1981; Rawlings et al., 1982; Boudreaux y Dillon, 1991; Ames
y Atkins, 2020). Ademas, en casos de sospecha de presencia de tromboembolismo
pulmonar el Dimero-D es un marcador de gran ayuda en casos de infecciones por D.
immitis. (Carreton et al., 2013; 2017) (Figura 14).

También ha sido descrito la utilidad de la valoracion de proteinas de fase aguda en el
prondstico y seguimiento de la dirofilariosis cardiopulmonar, ademas de biomarcadores
como el péptido natriurético NT-ProBNP y troponinas cardiacas para valorar el dafio
cardiaco en estos pacientes (Carreton et al., 2013; 2017; Yoon et al., 2017; Ames y Atkins,
2020).

30




Fau. 1A

Fa Dlisey  Uad DO 3am

1R800 M0

FIGURA 14: Imagen de medicion de Dimero D en paciente
infectado por dirofilariosis cardiopulmonar (Cobas h232®, Roche).
El resultado obtenido es 0,33 ug/ml (valor de referencia: <0,2

ug/ml).

Tomografia axial computerizada.

La tomografia axial computarizada es una técnica que se encuentra cada vez mas
entendida en la practica diaria de la medicina veterinaria. El estudio mediante esta prueba
del torax ayuda a valorar tanto el parénquima pulmonar como el estado de la vasculatura
pulmonar a la hora de estudiar la presencia de tromboembolismos pulmonar al emplearse
técnicas de contraste ademas de ayudar en el diagndstico de hipertension pulmonar.
(Kellihan y Stepien, 2012). Actualmente, los estudios relacionados con la dirofilariosis
son escasos, limitdndose Unicamente al estudio de infecciones experimentales y casos
clinicos (Takahashi et al., 2008; Jung et al., 2020; Oliveira et al., 2010; Seiler et al., 2010).

PROFILAXIS

La prevencion es de vital importancia en esta enfermedad. Se recomienda empezar
lo antes posible con tratamiento preventivo, en torno a las 6-8 semanas de edad (Atkins
et al., 2011; European Society of Dirofilariosis and Angiostrongylosis, 2017; American
Heartworm Society, 2020). Dicho tratamiento preventivo esta basado en el uso de

lactonas macrociclicas: ivermectina, abamectina, selamectina, eprinomectina, dentro del
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grupo de las avermectinas, asi como milbemicina oxima y moxidectina, pertenecientes al
grupo de las milbemicinas. Existen diferentes preparados comerciales que pueden
aplicarse tanto de manera oral como en spot on o inyectable, con una regularidad mensual,
o0 anual en el caso de la aplicacién inyectable (Prichard, 2021). Las lactonas macrociclicas
son capaces de destruir las larvas transmitidas por el mosquito al hospedador durante los
30-60 dias anteriores a su aplicacion. Presentan, por lo tanto, actividad antihelmintica
frente a microfilarias, L3 y L4, si bien su eficacia sobre esta ultima forma larvaria es
menor. Ademas, si se emplean de manera continua pueden actuar sobre las L5. El
mecanismo de accion de estos farmacos in vivo frente al parasito ain no ha sido del todo
esclarecido; parece ser que las lactonas macrociclicas actian sobre los canales de cloro
ligados al glutamato ademas de bloquear el poro excretor/secretor del paréasito, el cual
juega un papel muy importante en la evasion del sistema inmune del hospedador (Moreno
et al., 2010; Wolstenholme et al., 2013; Noack et al., 2021).

RESISTENCIAS Y FALTA DE EFICACIA

Aunque cada vez se reportan mas casos de falta de eficacia de las lactonas
macrociclicas frente a D. immitis, su eficacia y ratio terapéutico/toxico son excelentes.
Varios estudios han sido publicados durante las ultimas décadas indicando la falta de
eficacia de las lactonas macrociclicas frente a D. immitis (Pulaski et al., 2014; Bourguinat
et al., 2015, Ballesteros et al., 2018). Se cree que la mayoria de estos fallos se deben a la
falta de comunicacion o entendimiento entre el veterinario y el propietario, 0 a la

incorrecta aplicacion del preventivo por parte del cliente (Atkins, 2011).

Actualmente se reconoce la existencia de cepas resistentes a las lactonas macrociclicas,
principalmente presentes en Estados Unidos. La primera cepa descrita fue la denominada
MP3, la cual se encontré en Estados Unidos en el afio 2006. Tras el paso de los afios se
han descrito nuevas cepas resistentes (por ejemplo, Td2008 y Jd2009) mostrando
resistencia especialmente a ivermectina y milbemicina, siendo la moxidectina tdpica
efectiva (Noack et al., 2021). Sin embargo, otros estudios reportan haber encontrado
resistencia también frente a moxidectina de algunas cepas como JYD-34, ZoeMO, ZoelL A
y AMAL, la cual se vio resuelta al aumentar la dosis del antiparasitario (McTier et al.,

2017; McTier et al., 2019). Esto no es exclusivo de D. immitis, ya que otros parasitos han
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demostrado resistencia a las lactonas macrociclicas como Trichostrongylus spp. en
pequefios rumiantes (Bowman et al 2012) u Onchocerca volvolus (Osei-Atweneboana et
al., 2011; Nana-Djeunga et al., 2014; Noack et al., 2021). Actualmente, se estan
estudiando los mecanismos por los cuales los parasitos desarrollan estas resistencias
(Prichard, 2021).

TRATAMIENTO

Antes de comenzar con un plan terapéutico se recomienda valorar el estado
general del paciente teniendo en cuenta la historia clinica, el examen fisico, los resultados
del test de antigenos, asi como los hallazgos radiologicos y ecocardiograficos, que nos
ayudaran a determinar si existe dafio cardiovascular y/o respiratorio (Tabla 1). Se debe
tener en cuenta que la aparicion de signos clinicos esta estrechamente relacionada con la
actividad y el ejercicio fisico que realiza el paciente, por lo que perros inactivos pueden
no presentar sintomas evidentes de enfermedad. Ademas, podemos encontrar enfermedad

cardiaca en pacientes con infecciones cronicas.

Eliminacidon de las larvas migratorias y de las microfilarias.

Antes de comenzar con el tratamiento adulticida se deben eliminar las
microfilarias circulantes, asi como las larvas L3 y L4 administrando lactonas
macrociclicas a sus dosis preventivas habituales durante 2 0 3 meses antes de administrar
el farmaco adulticida, si bien es posible reducir este intervalo a un mes (Carreton et al.,
2019; European Society of Dirofilariosis and Angiostrongylosis, 2017; American
Heartworm Society, 2020). Ademas, al comenzar con tratamiento preventivo se evita que
el paciente se reinfecte, y durante este plazo de tiempo previo a la administracion del
farmaco adulticida, se permitira que las filarias que ya no son susceptibles a las lactonas
macrociclicas continten su desarrollo para convertirse en parasitos pre-adultos y adultos,
sensibles a la melarsomina diclorhidrato (Atkins y Miller, 2003; McCall et al., 2004).
Ademas, al comenzar con el uso de lactonas macrociclicas, la capacidad reproductiva de

las hembras adultas se ve disminuida.
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Tratamiento frente a Wolbachia pipientis.

Como se ha descrito con anterioridad, W. pipientis tiene gran importancia en la
patofisiologia de la enfermedad, por lo que se debe eliminar previamente al tratamiento
adulticida para evitar su liberacion al torrente sanguineo (Kramer et al., 2005). Por ello,
la administracion de doxiciclina previamente al tratamiento adulticida durante 28 dias (10
mg/kg/12 horas) reduce la aparicion y severidad de tromboembolismo pulmonar y
neumonitis. (Kramer et al., 2011; Ames y Atkins., 2020). Ademas, este tratamiento inhibe
la embriogénesis y disminuye supervivencia de los parasitos adultos (Kramer et al., 2008;
McCall et al., 2008; Kramer y Genchi, 2014; McCall et al., 2014). También ha sido
descrito que la terapia con doxiciclina junto con lactonas macrociclicas va a reducir el

namero de microfilarias de manera mucho mas réapida (Carreton et al., 2020Db).

Tratamiento adulticida.

El tratamiento adulticida de eleccion es el derivado arsenical dihidrocloruro de
melarsomina (Immiticide®) el cual se administra de manera intramuscular lumbar
profunda. La dosis indicada es de 2.5 mg/kg y las actuales recomendaciones apuntan a la
aplicacion de una primera dosis inicial seguida de dos dosis separadas 24 horas entre si,
4 semanas tras la primera administracion (Nelson et al., 2005; European Society of
Dirofilariosis and Angiostrongylosis, 2017; American Heartworm Society, 2020). Este
protocolo asegura la muerte escalonada y controlada de los parasitos adultos reduciendo

asi el riesgo de desarrollo de tromboembolismo pulmonar (Atkins y Miller, 2003).

Se ha de tener en cuenta la posible aparicion de efectos secundarios tras la administracién
de melarsomina, tales como edema en el punto de inyeccién, miositis y dolor, ademas de
posible produccién de abscesos estériles. Otras posibles reacciones incluyen letargia,
anorexia, hipersalivacion, fiebre, vomitos y diarreas o de tipo respiratorio tales como tos,
jadeos y disnea (Kittleson y Kienle, 2000; Ware et al., 2000; Maxwell et al., 2014; Ames
y Atkins, 2020).
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Restriccion del ejercicio.

La restriccion del ejercicio es de gran importancia durante todo el tratamiento y
especialmente durante el tratamiento con melarsomina, ya que reduce la aparicion de
complicaciones asociadas a la muerte de los parasitos adultos como el tromboembolismo
pulmonar (Dillon et al., 1995; McCall et al., 2008; Ames y Atkin, 2020; European Society
of Dirofilariosis and Angiostrongylosis, 2017; American Heartworm Society, 2020). En
periodos en los que el gasto cardiaco aumenta, como es el caso de la actividad fisica, se
incrementa el flujo sanguineo a través de la vasculatura pulmonar, presumiblemente
obstruida por la presencia de los parasitos adultos muertos, por lo que es mas probable la
ruptura de los capilares afectados, provocando fibrosis de los mismos, aumento de la
resistencia vascular pulmonar y conduciendo a una insuficiencia cardiaca derecha
(Bowman y Atkins, 2009).

Tratamiento del tromboembolismo pulmonar.

La formacion de tromboembolismos es muy probable durante la fase del
tratamiento adulticida, ya que los paréasitos adultos van a caer en la vasculatura pulmonar
provocando una reaccion inflamatoria en la misma. Esto principalmente ocurre entre 5 a
10 dias tras la administracion de melarsomina (Atwell et al., 1986; Vezzoni et al., 1992;
Carreton et al., 2013). Cuando esto ocurre pueden observarse signos como tos,
hemoptisis, hemorragias focales o coagulacién intravascular diseminada (Calvert y
Rawlings, 1985; Ames y Atkins, 2020).

Para intentar controlar los sintomas, se recomienda el tratamiento con esteroides,
oxigenoterapia Yy restriccion del ejercicio severa (Calvert et al., 1999; Rawlings y Tackett,
1990; Ames et al., 2020). El uso de esteroides debe estar justificado y comenzarlo en
perros gue presenten sintomas asociados a tromboembolismo, ya que si se administran de
manera erronea pueden provocar hipercoagulabilidad (Rose et al., 2011; Carretdn et al.,
2014; Ames et al., 2020).

No existe en la actualidad consenso respecto el uso de anticoagulantes o tratamiento

trombolitico (DeLaforcade et al., 2019; American Heartworm Society, 2020). La aspirina
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no parece tener efectos en casos de dafio vascular e incluso esta contraindicada en estos
casos (Rawlings, 1990; Knight, 1995; Kittleson, 1998; Atkins, 2005). El uso de
clopidogrel parece reducir el riesgo de tromboembolismo pulmonar al combinarse con
esteroides en perros sanos, pero no existen adn estudios que analicen su accion en perros
infectados por D. immitis (Thomason et al., 2020). Tal vez la aparicion de nuevos
tratamientos anticoagulantes, como el rivaroxaban, puedan ser de utilidad en el futuro
(Ames et al., 2020).

Tratamiento quirurgico.

El tratamiento quirtrgico se ha convertido en el tratamiento alternativo en
pacientes con alta carga parasitara 0 con sindrome de vena cava. Se lleva a cabo una
extraccion quirdrgica de los parasitos adultos a través de un acceso vascular transyugular,
preferiblemente a través de la vena yugular derecha, accediendo a camaras cardiacas
derechas y arterias pulmonares mediante el empleo de forceps flexibles Alligator o un
lazo quirurgico; la fluoroscopia es de gran ayuda para guiar el dispositivo endovascular
y/o la ecografia transesofagica para visualizar los parasitos (Sasaki et al., 1989; Bové et
al., 2010; Yoon et al., 2013; Cavailere et al., 2017; European Society of Dirofilariosis and
Angiostrongylosis, 2017; American Heartworm Society, 2020).

Tras la extraccion quirdrgica se debe monitorizar al paciente, ya que es posible la
aparicion de coagulacion intravascular diseminada, dafio renal severo y/o anemia (Bové
et al., 2010). Con la intervencion no suele ser posible la extraccién de todos los parasitos
adultos, por lo que posteriormente se debe comenzar con el tratamiento adulticida
tradicional (Strickland, 1998; Ames et al., 2020; American Heartworm Society, 2020).

CONFIRMACION DE EXITO DEL TRATAMIENTO

La recuperacion del paciente y la desaparicidn de signos clinicos no aseguran que
los parésitos hayan sido eliminados de manera eficaz, por lo que para confirmar la eficacia
del tratamiento debe realizarse un test de antigenos 6 meses tras la Gltima dosis de

melarsomina (McTier et al., 1994; Maxwell et al., 2014; European Society of
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Dirofilariosis and Angiostrongylosis, 2017; American Heartworm Society, 2020). No se
recomienda realizar esta prueba antes de los 6 meses debido a que los restos antigénicos
de parésitos muertos pueden persistir en sangre entre 4 y 5 meses hasta su eliminacion
completa (McCall et al., 2004).
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HIPERTENSION PULMONAR

La hipertension pulmonar es un sindrome complejo que pone en alto riesgo de
muerte a los animales que la padecen. Es una enfermedad dependiente de multiples
factores y normalmente asociada a enfermedades sistémicas en las cuales la vasculatura
pulmonar sufre cambios. Gracias al reconocimiento de los sintomas, las posibles
etiologias que la producen y la disponibilidad de mejores medios para su diagndstico, hoy
en dia existe una mayor calidad y esperanza de vida de los pacientes que la sufren.

La hipertension pulmonar es un estado patofisiolégico que depende del flujo sanguineo
pulmonar, la resistencia vascular pulmonar y la presion poscapilar (Stepien, 2009). Se
define como un aumento de la presion arterial sistélica mayor de 30 mmHg y/o aumento
de la presion arterial diastolica mayor de 15 mmHg, o presion media arterial pulmonar
mayor de 20 mm Hg (Serres et al., 2007; Kellihan y Stepien, 2012; Jaffey et al., 2019;
Reinero et al., 2020).

El origen de la hipertension puede estar asociado a diversos factores. Puede deberse a un
aumento en la resistencia vascular pulmonar que puede darse en casos de shunt con
direccion izquierda-derecha o casos de enfermedad cardiaca izquierda. La hipertension
pulmonar postcapilar es comln en casos de aumento de presion en la auricula derecha
como consecuencia de enfermedad cardiaca izquierda; esto sucede porque este aumento
de presion en la auricula izquierda va a conllevar a un aumento en la carga del ventriculo
derecho y por lo tanto el ventriculo derecho va a crear una mayor presion sistélica. La
hipertension pulmonar postcapilar sostenida en el tiempo puede conllevar al desarrollo de
vasoconstriccion pulmonar arterial y enfermedad vascular pulmonar que conllevara a un
aumento en la resistencia vascular pulmonar (Kellihan y Stepien, 2012; Guazzi y Naeije.,
2017; Reinero et al., 2020).

Por otro lado, el aumento de la resistencia vascular pulmonar puede deberse a cambios
estructurales en la vasculatura pulmonar por distintas causas. EI aumento en la presion
arterial pulmonar con aumento de la resistencia vascular pulmonar y sin aumento de
presién en la auricula izquierda se define como hipertensién pulmonar precapilar, que
sucede en casos de enfermedad respiratoria cronica o tromboembolismos pulmonares
(Reinero et al., 2020).
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La hipertension pulmonar en perros infectados por D. immitis se identifica siendo de
origen precapilar, debida tanto a los efectos que tiene el propio parasito adulto en los
vasos pulmonares como a los distintos mecanismos inmunolégicos del hospedador. Los
dafios mecanicos producidos por el parasito producirdn cambios anatomicos en la pared
arterial, como el aumento de tamafio de las células endoteliales y desorientacion de los
ejes de disposicién de estas (Venco y Venzzoni, 2001). Estos cambios van a facilitar la
llegada y entrada de células inflamatorias en los espacios perivasculares y la exposicion
del subendotelio favorece la activacién plaquetaria, todos estos acontecimientos
conllevan a la formacién de endarteritis proliferativa la cual se caracteriza por el
desarrollo de microvellosidades en la pared interna de la arteria, dandole un aspecto
rugoso a la misma (Carreton et al., 2012). Como se ha descrito con anterioridad, todo
ello va a conducir a la vasoconstriccion de la vasculatura y a favorecer la aparicion de
tromboembolismos pulmonares (Gonzalez-Miguel et al., 2015; Kramer et al., 2008;
McCall et al., 2008b), lo que conllevara a un aumento en la resistencia vascular y presion
en el sistema vascular pulmonar (Johnson et al., 1999; Pyle et al., 2004; Quinn and
Williams, 2011a; Tai y Huang, 2013).

Aunque el diagnostico definitivo de la hipertension pulmonar es mediante el cateterismo
cardiaco, tanto en medicina humana como en veterinaria (Kellihan y Stepien, 2010;
Reinero et al., 2020), se trata de una técnica invasiva y que requiere anestesia; ademas, se
trata de una técnica que no se encuentra facilmente disponible. Por ello, el diagndstico de
hipertension pulmonar se realiza mediante ecocardiografia, técnica que en la actualidad
estd al alcance de cualquier clinico. Mediante la ecocardiografia es posible valorar los
cambios hemodindmicos y estructurales asociados a la presencia de hipertension
pulmonar, ademas de estimar la presion arterial pulmonar mediante el uso de Doppler.
Varios estudios han demostrado que existe una alta correlacion entre las presiones
medidas mediante cateterismo y las medidas realizadas mediante ecocardiografia, por lo
que se considera un método diagnostico altamente fiable y eficaz (Arcasoy et al., 2003;
Bacal et al., 2010; Visser et al., 2016; Augustine et al., 2018).

Ademas de estimar las presiones arteriales pulmonares sistélicas y diastolicas, mediante
ecocardiografia podemos valorar la existencia de otros cambios asociados a la presencia
de hipertensién pulmonar como la dilatacidn de ventriculo y/o atrio derechos, dilatacion

de arteria pulmonar principal y/o arterias pulmonares derecha e izquierda, hipertrofia
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ventricular derecha, o existencia de regurgitacion valvular tricispidea y/o pulmonar
(Johnson et al., 1999; Visser et al., 2016; Vezzosi et al., 2019; Reinero et al.,2020).

ESTRUCTURA VENTRICULAR DERECHA

El ventriculo derecho forma la parte craneal y derecha de la masa ventricular, de
hecho, forma casi todo el borde craneal del corazdn sin alcanzar la punta (formada por el
ventriculo izquierdo). El ventriculo derecho tiene forma triangular y esta formado por tres
caras y una base. La base del ventriculo derecho esta en contacto con el atrio derecho, los
cuales se comunican a través del orificio atrioventricular derecho. La parte izquierda del
ventriculo derecho se proyecta formando el cono arterioso del cual surge el tronco
pulmonar. En el orificio atrioventricular derecho se encuentra la valvula tricuspide
formada por tres cuspides, cuspis angularis, septalis y parietalis. La estructura ventricular
derecha puede verse modificada por distintos factores tales como cambios de volumen o

de presion (Vezzosi et al., 2018; Reinero et al 2020).

La principal funcién del ventriculo derecho es la de recibir la sangre venosa sistémica y
bombearla hacia las arterias pulmonares en direccion a la circulacion pulmonar. En
condiciones normales, el ventriculo derecho se encuentra conectado a un sistema vascular
pulmonar de baja resistencia y gran capacidad de distension en comparacion con la
circulacion sistémica (Lee, 1992). La funcion ventricular derecha depender de la
contractilidad, precarga y poscarga, frecuencia y ritmo cardiacos, sincronia de la
contraccién (sincronicidad) y la interdependencia ventricular. El ventriculo derecho
muestra una gran sensibilidad a los cambios agudos de la poscarga, como sucede en el
tromboembolismo pulmonar, y no es capaz de adaptarse adecuadamente (Barnard y
Alpert, 1987; Haddad et al., 2008; Tazar y Alvarez, 2012). Cuando la capacidad
compensatoria del ventriculo derecho se ve sobrepasada, la presion pulmonar aumenta
inicialmente durante el ejercicio para posteriormente aumentar también en reposo,

provocando insuficiencia ventricular derecha (Guglin y Khan, 2010).

40




ESTRUCTURA DE LA VASCULATURA PULMONAR

La vasculatura pulmonar es un circuito de baja presion y resistencia, y de alta
capacidad de almacenamiento de sangre. Las arterias pulmonares tienen una gran
capacidad elastica y sus paredes son de gran distensibilidad. Estan compuestas por una
tlnica intima, una tinica media y una capa exterior llamada tunica adventicia. La tunica
intima, que es la que estd en contacto con la luz vascular, estd formada por una capa
simple de células endoteliales, colageno y algunos fibroblastos. La tnica media es mas
gruesa y se forma a partir de elastina, colageno y células musculares lisas. La tinica
adventicia est4 formada principalmente por colageno (Kellihan y Stepien, 2012).

Cambios tales como engrosamiento concéntrico, aumento de la capa muscular de la tunica
intima, hipertrofia y fibrosis de la tunica media, son caracteristicos en pacientes con
hipertension pulmonar. En casos severos, se pueden desarrollar también lesiones
irregulares y sobrecrecimientos en forma de vellosidades en la intima vascular, que
invaden el lumen arterial del vaso. En ocasiones también podemos observar necrosis de

la pared intima vascular (Quinn y Williams, 2011a).

FISIOPATOLOGIA DE LA HIPERTENSION PULMONAR

Para que se mantenga una correcta presion pulmonar existen diversos mecanismos
que deben encontrarse en equilibrio y son los encargados de producir principalmente
vasodilatacion y/o vasoconstriccion. Normalmente, cuando existe disfuncion endotelial
los agentes que mantienen esta hemostasis se alteran y, por tanto, se produce una
alteracion en la presion arterial pulmonar. Entre ellos se encuentran el tromboxano A2,
prostaciclina, éxido nitrico, endotelina, serotonina y angiotensina Il. Otros factores como
la hipoxia alveolar, los cambios en altitud, viscosidad de la sangre también pueden afectar

a la resistencia de la vasculatura pulmonar (Poser y Guglielmini, 2016).
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Hipoxia alveolar.

La hipoxia alveolar tiene un rol importante en el cambio de las presiones
pulmonares. Principalmente, ocurre en respuesta a la vasoconstriccion de los vasos
pulmonares; gracias a este mecanismo, la sangre no oxigenada va a orientarse a zonas del
pulmén con mejor ratio ventilacién-perfusion. Esta primera respuesta es de gran ayuda
durante cierto tiempo, pero de manera mantenida puede llegar a producir hipertension
pulmonar (West 2012, Poser y Guglielmini, 2016). Ademas, los canales de potasio, calcio
y cloro se van a ver afectados por los cambios en la presion parcial de oxigeno,
produciendo mayor vasoconstriccion. Esta va a ser mas marcada en las arteriolas
pulmonares de menor calibre, aumentando asi la resistencia vascular pulmonar (Kellihan
y Stepien 2010). También se ha descrito la produccidn de factores de crecimiento debidos
a la hipoxia alveolar, como los factores de crecimiento derivados de las plaquetas, factor
de crecimiento endotelial vascular, endotelina y serotonina, que Se encuentran
involucrados en los fenomenos de proliferacion endotelial y remodelacion vascular
(Quinn y Williams, 2011b).

Control adrenérgico.

Gracias a la presencia de receptores adrenérgicos alfa en las arterias pulmonares,
éstas son capaces de vasoconstrefiirse. La noradrenalina es una de las moléculas afines a
estos receptores, y su estimulacion excesiva puede conllevar a remodelacién vascular
pulmonar (Kellihan y Stepien, 2010). Por otro lado, la activacion de los receptores
adrenérgicos beta producird vasodilatacion y la activacion del sistema renina-

angiotensina-aldosterona.

Oxido nitrico.

El éxido nitrico es un agente producido por las células endoteliales, de gran
importancia en el mantenimiento de las bajas presiones del circuito pulmonar. Tras

liberarse al torrente sanguineo, actGa sobre las células musculares lisas activando la
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enzima guanilato-ciclasa, lo que provocara un aumento de las concentraciones de
monofosfato de guanosina ciclico (cGMP). Esta molécula va a inhibir la liberacion de
calcio por parte del reticulo endoplasmatico, produciendo asi vasodilatacion. Ademas,
también esté involucrada en los mecanismos de inhibicion plaquetaria y la remodelacion
de las células musculares lisas de la vasculatura pulmonar (Quinn y Williams, 2011b;
Schermuly et al, 2011). En presencia de hipertensién arterial pulmonar, Ila
biodisponibilidad de éxido nitrico se ve disminuida, produciéndose vasoconstriccion,
proliferacion de la musculatura lisa vascular, inflamacion en los vasos y trombosis (Lan
et al., 2018).

Eicosanoides: prostaglandinas y tromboxano.

Otros de los mediadores implicados en el mantenimiento de las presiones
vasculares pulmonares son las prostaglandinas y el tromboxano. Las primeras son
sustancias que se producen en los pulmones, siendo la prostaglandina F2 alfa y la
prostaglandina A2 las que producen vasoconstriccion. Por otro lado, la prostaciclina y la
prostaglandina E1 van a provocar vasodilatacion y remodelacion vascular, asi como
inhibicion de la agregacion plaquetaria (McLaughlin et al., 2009; Kellihan y Stepien,
2010). El tromboxano es un derivado de las prostaglandinas, el cual se sintetiza y se
almacena en las plaquetas; esta involucrado en los procesos de vasoconstriccion y
activacion plaquetaria. En medicina humana, ha sido descrito que el desequilibrio
existente entre prostaciclina-tromboxano favorece la vasoconstriccion pulmonar arterial

y los fendmenos de trombosis (Wells y Sleeper, 2008).

Endotelina 1 (ET-1)

La endotelina 1 (ET-1) es un potente vasoconstrictor que pertenece a una familia
de tres isopéptidos llamadas endotelinas (Figura 15). Es producida principalmente por las
células endoteliales, aunque otras células también pueden sintetizarla, como los miocitos
cardiacos, las células glomerulares renales y algunos leucocitos (Luscher y Barton, 2000).

La ET-1es la isoforma mas presente en el sistema cardiovascular (Masaki, 1998; Chester
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y Yacoub, 2014). Existen distintos factores que influyen en una mayor sintesis de ET-1,
como pueden ser la tension cortante o tangencial (shear stress), hipoxia, oxidacion de
colesterol LDL, bajos niveles de estrogenos, otros agentes vasoconstrictores, factores de
crecimiento, citoquinas y moléculas de adhesion. En contraposicién, el 6xido nitrico, la
prostaciclina y los estrégenos pueden reducir la cantidad de ET-1 que se libera (Galie et
al., 2004; Chester y Yacoub, 2014).

La ET-1 produce vasoconstriccion a nivel de la vasculatura pulmonar, tanto de las arterias
como de las venas, incluso a muy bajas concentraciones. Ademas de este efecto
vasoconstrictor, la ET-1 tiene efectos pro-mitogénicos sobre las células musculares lisas
de la vasculatura pulmonar y también aumenta el crecimiento de la matriz en la pared de
los vasos (McLaughlin et al., 2009). Estos efectos se ven incrementados o reforzados si
ademas existe presencia de factores de crecimiento como el TGF-bl (factor de
crecimiento transformante bl) o el factor de crecimiento derivado de las plaquetas. La
ET-1 también tiene un efecto de estimulacion de la proliferacion de los fibroblastos
pulmonares, ademas de efectos crondtropos e inotropos positivos en el miocardio
(Luscher y Barton, 2000; Seccia et al, 2003; Galie et al, 2004; Chester y Yacoub, 2014).

La ET-1 es especialmente abundante en los pulmones, lo que conlleva que una
desregulacion en la misma provoque un aumento en la resistencia pulmonar vascular y
remodelacién de la vasculatura pulmonar. De hecho, varios estudios han demostrado la
alta presencia de ET-1 y preET-1 en las células de la musculatura arterial y en células
endoteliales de la vasculatura pulmonar en pacientes con hipertension arterial pulmonar
(Giaid et al., 1993; Benza et al., 2015). Ademas, otros estudios han demostrado que los
niveles de ET-1 estan correlacionados con el aumento de la resistencia vascular pulmonar
Yy, por tanto, con la severidad de los cambios estructurales de las arterias pulmonares
(Bressollette et al., 2001). En medicina veterinaria, diversos estudios confirman que los
niveles de ET-1 también se encuentran elevados en perros con hipertension pulmonar y
fallo cardiaco congestivo (Prosek et al., 2004; Uchide y Saida, 2005; Fukumoto et al.,
2014).
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FIGURA 15: Estructura de las distintas isoformas de la familia de las endotelinas (Chester y Yacoub,
2014).

Angiotensina IlI.

El higado sintetiza la angiotensina I, que es convertida a angiotensina Il gracias a
la accién de enzima convertidora de angiotensina (ECA). La angiotensina Il provoca
vasoconstriccion y remodelacion vascular, ademas de tener efectos cardiotoxicos y
nefrotdxicos (Kellihan y Stepien, 2010). También se ha relacionado con la remodelacion
cardiaca y vascular, provocando fibrosis e hipertrofia, y se ha descrito que favorece la

disfuncion del endotelio vascular (Brilla et al., 1995; Ames et al., 2019).
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CLASIFICACION CLINICA DE LA HIPERTENSION PULMONAR

La clasificacion clinica de la hipertension pulmonar en medicina veterinaria ha
sido actualizada recientemente por (Reinero et al. 2020) En ella se define la hipertension
pulmonar como un aumento anormal de la presion en la vasculatura pulmonar y se
determinan las distintas caracteristicas ecocardiogréficas para llegar a su diagndstico.
Este esta basado principalmente en la estimacion del gradiente de presion en funcion de
la velocidad de regurgitacion tricuspidea, es decir, la presion pulmonar arterial sistolica.
Ademas, también se tiene en cuenta la valoracion clinica del paciente y la presencia de
signos clinicos. Para eta clasificacién, se han propuesto 6 grupos siguiendo las lineas de

clasificacion propuestas en medicina humana (Simonneau et al., 2013).

Grupo 1. Hipertension arterial pulmonar.

Este grupo engloba a los pacientes que presentan hipertension arterial debida a
enfermedad vascular pulmonar. Entre las posibles causas, se encuentra la hipertension de
origen idiopatico, muy comdn en medicina humana y poco frecuente pero descrita en
medicina veterinaria (Glaus et al., 2004; Moon et al., 2007; Ryan et al, 2012). Este tipo
de hipertension también puede estar causado por shunt cardiacos congénitos (Hogan et
al., 2002; Kellihan y Stepien, 2010; Paradies et al., 2014), por vasculitis pulmonar
(Pumarola et al., 1991), o por depdsitos de sustancia amiloide en la vasculatura pulmonar
(Faunt et al., 1998).

Grupo 1. Hipertension pulmonar debida a enfermedad cardiaca izquierda.

Con el desarrollo de enfermedad cardiaca del lado izquierdo del corazon se va a
producir un aumento de presion del atrio izquierdo. Como consecuencia, también se
produce un aumento en la presion en las venas pulmonares gue, en casos avanzados,
provoca el desarrollo de edema pulmonar cardiogénico, hipoxia e hipertensién arterial
pulmonar. La enfermedad valvular mitral es la causa mas comun en este grupo (Visser et
al., 2016; Rhinehart et al., 2017; Caivano et al., 2018) aunque también puede estar

causado por otras patologias, como la cardiomiopatia dilatada o algunas enfermedades
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congénitas, como la estenosis aortica o estenosis valvular mitral (Pyle at al., 2004; Pariaut
et al., 2012).

Grupo 111 Hipertension pulmonar secundaria a enfermedad respiratoria cronica, hipoxia

0 ambos.

En este grupo, las enfermedades asociadas con hipertensién pulmonar en personas
es la enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) y la enfermedad intersticial
(McLaughlin et al., 2009; Thenappan et al., 2018). En medicina veterinaria, este tipo de
hipertension se encuentra frecuentemente asociado a enfermedades respiratorias
obstructivas cronicas, como colapso bronquial o traqueal (Mazzota et al 2016; Jaffey et
al., 2019), a enfermedades pulmonares primarias, como fibrosis pulmonar o neumonia
(Schober y Baade., 2006; Okine et al., 2018) y a neoplasias pulmonares difusas (Jaffey et
al., 2019; Roels et al., 2019).

Grupo 1V. Embolismo, trombo o tromboembolismo pulmonar.

En medicina humana este grupo incluye los pacientes que padecen
tromboembolismos u otras enfermedades obstructivas arteriales pulmonares, como los
casos de angiosarcoma, estenosis arterial pulmonar congénita o la producida por parasitos
en casos de hidatidosis (Thenappan et al., 2018; Norris et al., 2018). La hipertension
pulmonar en los perros clasificados en el grupo 1V es debida principalmente a procesos
tromboembolicos tanto agudos como cronicos, relacionados con enfermedades como la
anemia hemolitica inmunomediada, hiperadrenocorticismo, neoplasias o sepsis (Kellihan
y Stepien, 2010; Roldan-Alzate et al., 2014).

Grupo V. Enfermedades parasitarias.

En este grupo se incluyen los pacientes infectados por Dirofilaria immitis y
Angiostrongylus vasorum. Dichas infecciones han sido relacionadas con el desarrollo de
endarteritis, ademas de la formacién de tromboembolismos pulmonares y enfermedad
inflamatoria del parénquima pulmonar. En el actual consenso, estas dos enfermedades

parasitarias no se incluyeron en las enfermedades infecciosas debido a que los
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mecanismos patofisiolégicos del desarrollo de hipertensiébn pulmonar son
multifactoriales y diferentes (Nicolle et al., 2006; Kellihan et al., 2011; Borgeat et al.,
2015; Visser et al., 2016; Serrano-Parrefio et al., 2017).

Grupo V1. Mecanismos multifactoriales o desconocidos.

En medicina humana, algunos trastornos como desordenes mieloproliferativos,
anemia, enfermedad tiroidea y otras enfermedades que no se encuentran bien clasificadas
pueden producir hipertension pulmonar mediante mecanismos no esclarecidos.
(Simonneau et al., 2009; Simonneau et al., 2013). En medicina veterinaria, estos casos no
son muy frecuentes pero pueden verse asociados a trastornos en los que la vasculatura
pulmonar se ve comprimida, como es el caso de algunas neoplasias o en animales con

policitemia vera (Perros et al., 2008; Quinn y Williams, 2011a).

CLASIFICACION FUNCIONAL

Ademas de la anterior clasificacion, basada principalmente en la etiologia de la
hipertension pulmonar, existe otra de caracter funcional o practico en el que se clasifica
a los paciente en funcion de la gravedad de los signos clinicos. Dicha clasificacion esta
basada en la utilizada en medicina humana y desarrollada en 1998, propuesta por la
Organizacion Mundial de la Salud (WHO) (Hatano, 1975; Quinn y Williams, 2011a;
Posser y Guglielmini, 2016).

Clase I.

En este grupo se incluyen los pacientes con diagndstico de hipertension pulmonar pero

gue no presentan intolerancia al ejercicio o signos de disnea, fatiga o sincope.

Clase Il.

Estos pacientes no presentan sintomas al estar en reposo, pero al comenzar cierta

actividad fisica puede aparecer signos como disnea, fatiga o dolor toracico.
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Clase 11I.

Los pacientes incluidos en esta clase presentan limitaciones importantes en la actividad
fisica, como disnea, fatiga, dolor toréacico o sincopes. Estos pacientes aun se encuentran

bien en reposo.

Clase V.

En este grupo englobamos a los pacientes en los que cualquier actividad fisica provoca
sintomas severos. Permaneces asintomaticos o con sintomas leves durante el descanso,

pero ya presentan insuficiencia cardiaca derecha secundaria a la hipertension pulmonar.

SIGNOS CLINICOS

Los signos clinicos pueden ser variados y, en muchas ocasiones, relacionados con
la causa subyacente de la hipertension pulmonar (Fleming y Ettinger, 2006; Reinero et
al., 2020).

La taquipnea, disnea y la tos son sintomas muy frecuentes en estos pacientes (Kellum y
Stepien, 2007; Campbell, 2007; Kellihan et al., 2015). Cabe afiadir que la tos suele verse
agravada en casos de hipertension pulmonar secundaria a enfermedad respiratoria
(Johnson et al., 1999), siendo posible, ademas, apreciar ruidos respiratorios aumentados,
crepitaciones, cianosis o hipoxia (Campbell., 2007; Poser y Guglielmini, 2016). La
intolerancia al ejercicio también es uno de los signos frecuentemente encontrados en
pacientes con hipertension pulmonar (Kellum y Stepien, 2008; Reinero et al., 2020). En
algunos casos, durante el ejercicio, el flujo pulmonar puede ser insuficiente y pueden

producirse sincopes (Johnson et al., 1999).

En casos avanzados en los cuales el corazon se encuentra afectado, o bien si la causa
subyacente es una enfermedad cardiaca de lado izquierdo (Pyle et al., 2004; Schober y
Baade, 2006), podremos apreciar soplos cardiacos sistélicos en la valvula mitral,
tricuspide o ambas. Ademas, estudios recientes sugieren que la intensidad del soplo

tricuspideo se relaciona con la gravedad de la hipertension pulmonar (Ohad et al., 2013).
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También se pueden auscultar soplos cardiacos diastdlicos en presencia de insuficiencia

valvular pulmonar (Quinn y Williams, 2011b; Reinero et al., 2020).

Se pueden presentar signos de fallo cardiaco congestivo derecho, como ascitis,
organomegalia abdominal, distension o pulso yugular o edema periférico y/o sincopes
(Pyle et al., 2004; Campbell et al., 2007; Poser y Guglielmini, 2016). Los signos clinicos
suelen ser progresivos hasta desembocar en cianosis, debilidad, letargia o distrés
respiratorio grave, lo que suele ser la principal causa de muerte. También se pueden

apreciar sintomas sistémicos como vomitos, fiebre o letargia (Johnson et al., 1999).

BIOMARCADORES SEROLOGICOS

Los biomarcadores seroldgicos son de gran ayuda en el estudio de las patologias
que cursan con hipertension pulmonar, tanto para la valoracion del estado del paciente
como para la monitorizacién del tratamiento y prondéstico del mismo (Smith et al., 2015).
Entre ellos, estan las troponinas cardiacas, que son proteinas que se liberan al torrente
sanguineo cuando existe dafio miocardico (Wells y Sleeper, 2008). Presentan una elevada
sensibilidad y son de gran ayuda a la hora de valorar la severidad de la enfermedad
cardiaca y el pronostico del paciente, tanto en medicina humana como veterinaria
(Galvani et al., 1997; Fonfara et al., 2010). Su uso esta extendido en medicina humana,
pero Unicamente un estudio ha confirmado que los perros que sufren hipertension
pulmonar secundaria a enfermedad valvular mitral presentan niveles aumentados de este
biomarcador (Guglielmini et al., 2010). Asimismo, también se han descrito elevaciones
en perros infectados por D. immitis (Carreton et al., 2011; Carreton et al., 2012; Carreton
et al., 2014).

Otro biomarcador que puede ser de gran utilidad es el péptido natriurético NT-pro-BNP,
el cual se libera a circulacién en respuesta a un aumento de la tension del miocardio. En
medicina veterinaria es de gran utilidad para ayudar a discernir entre problema cardiaco
0 respiratorio en pacientes con disnea (Boswood et al., 2008; Oyama, 2015). En medicina
humana, su utilidad esta sobradamente probada para ayudar en el diagndstico y
determinar la gravedad de la hipertension pulmonar (Souza et al., 2007; Ten Kate et al.,
2015). En medicina veterinaria, en cambio, apenas existen estudios que evalten la utilidad
de este biomarcador en pacientes que padecen hipertension pulmonar, pero los resultados

gue se han obtenido son prometedores (Atkinson et al., 2009; Quinn y Williams, 2011b;
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Kellihan et al., 2011). También se han descrito elevaciones de NT-proBNP en perros con
dirofilariosis cardiopulmonar (Carretdn et al., 2014). Sin embargo, los valores de este
biomarcador pueden estar aumentados en caso de sobrecarga de ventriculo derecho sin
presencia de hipertension pulmonar, por lo que son necesarios mas estudios para
determinar la utilidad del NT-proBNP para ayudar en el diagndstico de la hipertension

pulmonar (Hori et al., 2008).

Por Gltimo, cabe afiadir la utilidad de la medicion del Dimero-D, producto de degradacion
de la fibrina. Es un biomarcador til para ayudar a detectar la formacion de
tromboembolismos pulmonares, ya que sus niveles se elevan en sangre desde una hora
tras la formacion del trombo, pudiendo persistir elevado en sangre hasta
aproximadamente 7 dias (Meissner et al., 2000). Aunque no esta estudiado adn, podria
ser util en el estudio de pacientes con hipertension pulmonar secundaria a fendmenos
tromboembolicos, como es el caso de la dirofilariosis, tanto para contribuir a su
diagnostico como para valorar tratamiento y monitorizacion del mismo (Nelson, 2005;
Carreton et al., 2014).

ELECTROCARDIOGRAFIA

El electrocardiograma es una técnica complementaria y de apoyo en el diagndstico
de la hipertension pulmonar debido a que podemos encontrar hallazgos que sugieran la
presencia de esta enfermedad (Campbell et al., 2017). En la gran mayoria de los casos el
electrocardiograma no presenta cambios, pero en el caso de encontrar alteraciones las mas
comunes son consecuencia de la presencia de cardiomegalia de las cAmaras cardiacas
derechas. Asi, es posible observar dextroeje y presencia de onda p pulmonale (Lewczuk
et al., 2004; Poser y Guglielmini, 2016). Ademas, en casos graves, podemos apreciar la
aparicion de arritmias tanto supraventriculares como ventriculares, sobre todo en
pacientes que presentan una enfermedad cardiaca izquierda subyacente o asociada al
aumento de poscarga que sufre el ventriculo derecho, o bien por fallo en la perfusién
cardiaca (Demerouti y Manginas, 2013). Si esto ocurriese, se puede presentar fibrilacion
atrial, taquicardia supraventricular y ventricular, complejos ventriculares prematuros y

blogueo auriculoventricular de primer grado (Pyle et al.,2004).
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RADIOGRAFIA TORACICA

Eluso de la radiografia toracica es de gran utilidad en el estudio de la hipertension
pulmonar, ya que permite obtener informacion sobre las patologias subyacentes o
asociadas a esta condicion. Sin embargo, no existen cambios patognomonicos que
permitan el diagnéstico radiolégico de la hipertension pulmonar, por lo que la radiografia
torécica se considera una técnica complementaria (Pyle at al., 1981; Quinn y Williams,
2011b; Poser y Guglielmini, 2016).

Entre los hallazgos que es posible apreciar en proyecciones laterolaterales, se encuentra
la alteracion de la silueta cardiaca por cardiomegalia de cdAmaras derechas, con aumento
del contacto cardio-esternal o desplazamiento dorsal de la traquea craneal hacia la carina.
En proyecciones dorsoventrales o ventrodorsales es posible observar la silueta cardiaca
con forma de "D" invertida. Ademas, es posible observar dilatacion de las arterias
pulmonares, pudiendo tener aspecto tortuoso (Johnson, 1999; Kellum et al., 2007; Quinn
y Williams, 2011b).

En pacientes con enfermedad valvular degenerativa mitral en los que se ha desarrollado
hipertension pulmonar, es posible detectar un aumento de las camaras cardiacas
izquierdas, con aumento del angulo de la bifurcacion traqueal, dilatacion de venas
pulmonares y, en presencia de insuficiencia cardiaca congestiva, edema intersticial-
alveolar (Diana et al., 2009; Le Roux et al., 2012).

En casos de hipertension pulmonar asociada a problemas respiratorios, la radiografia
toracica puede ser Util para detectar signos compatibles con estas enfermedades, como
pueden ser bronquitis cronica, fibrosis pulmonar y/o colapso traqueal y/o bronquial.
(Johnson, 1999; Steele y Henik, 2004).

ECOCARDIOGRAFIA

La ecocardiografia es el método empleado en medicina humana y veterinaria para
el diagnostico definitivo de la hipertension pulmonar. Aunque la cateterizacion del
corazon derecho es el método mas objetivo y directo, esta técnica no resulta practica ya
que requiere anestesia y se trata de una técnica intervencionista (Galié et al., 2009;
Kellihan y Stepien, 2012; Reinero et al., 2020). Por ello, el uso de la ecocardiografia

permite estimar de manera fiable las presiones arteriales pulmonares mediante Doppler
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espectral siendo, ademas, una técnica no invasiva y accesible a todos los médicos tanto
de medicina humana como veterinaria (Visser et al., 2016; Poser y Guglielmini, 2016;
Reinero et al., 2020).

El examen bidimensional (2D) permite valorar cambios en el ventriculo derecho o en la
arteria pulmonar que sugieren aumento de presion, como aplanamiento del septo
interventricular, dilatacion de auricula derecha o hipertrofia del ventriculo derecho. Estos
cambios son mas evidentes en casos de hipertension pulmonar moderada o severa
(Johnson et al., 1999; Pyle et al., 2004; Glaus et al., 2004; Nyland et al., 2004). En casos
de hipertensién pulmonar severa esta descrita la presencia de hipertrofia concéntrica del
ventriculo derecho (Boon, 2012).
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FIGURA 16: Imagen ecocardiografica por ventana paraesternal derecha nivel de base cardiaca, mediante
la cual se realiza la medicidn del ratio aorta: arteria pulmonar, siendo en este caso normal en la imagen A

y estando patoldgicamente aumentado en la imagen B.

Para valorar el espesor del ventriculo derecho se deben hacer las mediciones en diastole
mediante el uso del modo bidimensional 2D, o bien mediante el modo monodimensional

0 modo-M. Para ello se emplea como referencia el ventriculo izquierdo, ya que el grosor
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del ventriculo derecho de un perro con hipertension pulmonar sera igual o superior al

grosor de la pared libre del ventriculo izquierdo (Nyland et al., 2004).

Mediante el modo bidimensional también se puede medir el ratio entre el didmetro de la
arteria pulmonar y el diametro de la aorta, mediante un corte paraesternal derecho en eje
corto, a nivel de la base cardiaca. Esta relacion debe ser menor de 1, por lo que valores
superiores indican dilatacion de la arteria pulmonar y se consideran indicativos de
hipertension pulmonar (Figura 16) (Serres et al., 2007; Kellihan y Stepien, 2010; Boon,
2012; Tai y Huang, 2013; Poser y Guglielmini, 2016; Reinero et al., 2020).

El indice de distensibilidad de la arteria pulmonar derecha, medido en modo-M, también
permite detectar y valorar la gravedad de la hipertension pulmonar. Esta medicion se lleva
a cabo mediante un acceso paraesternal derecho de cuatro camaras, visualizando la arteria
y venas pulmonares derechas y colocando el cursor del modo-M. Esto permitird medir
los diametros de la arteria en sistole y en diastole, pudiendo calcular una relacion entre
estas dos medidas aplicando la formula matemaética (didmetro sistolico — diametro
diastolico / diametro sistolico). Valores por debajo de 0,29 son altamente indicativos de
hipertension pulmonar moderada/severa incluso en ausencia de regurgitacion tricispidea.
(Venco et al., 2014; Visser et al., 2016; Reinero et al., 2020).
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FIGURA 17: Imagen ecocardiogréafica tomada mediante acceso por ventana paraesternal izquierda en corta
apical de cuatro cdmaras, en la que se observa la medicion del TAPSE empleando el modo M.
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El movimiento sistélico del anillo tricispideo (TAPSE) es otro indice que se mide en
modo-M. Fue recientemente desarrollado en medicina humana para evaluar la funcion
sistolica del ventriculo derecho (Pariaut et al., 2012) y posteriormente evaluado en
medicina veterinaria. EI TAPSE permite valorar el desplazamiento lateral del anillo
tricispideo mediante un corte apical de cuatro cdmaras accediendo a traves de una
ventana paraesternal izquierda (Figura 17). Varios estudios han demostrado que este
indice disminuye en pacientes con hipertension pulmonar y que se relaciona con una
disminucién en la funcién sistolica del ventriculo derecho (Pariaut et al., 2012). Esto
permite emplear el TAPSE para aumentar o reducir las sospechas de hipertensién

pulmonar en perros (Feldhutter et al., 2021).

TOMOGRAFIA AXIAL COMPUTARIZADA

La tomografia axial computarizada se ha convertido en una técnica cada vez mas
presente en la clinica veterinaria. Se presenta como una prueba de diagnostico por imagen
de alta sensibilidad a la hora de valorar cambios en la vasculatura pulmonar, parénquima
pulmonar, detectar tromboembolismos pulmonares y evaluar otras causas asociadas a la
presencia de hipertension pulmonar. En varios estudios se ha demostrado que un aumento
en el ratio tronco pulmonar: aorta por encima de 1,4 es altamente sugerente de
hipertension pulmonar en el perro, siendo ademas estos valores comparables a los
obtenidos mediante ecocardiografia (Granger et al., 2016; Sutherland-Smith et al., 2018)
(Figura 18). Ademas, permite valorar otras alteraciones relacionadas con la presencia de
hipertension pulmonar, como el aumento de camaras cardiacas derechas, la disminucién
en el ratio entre la vena pulmonar y la arteria pulmonar, o el aumento en el ratio ventriculo

derecho: ventriculo izquierdo (Roels et al., 2019; Roels et al., 2021).
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(A) (B)

FIGURA 18: Imagen de estudio de térax realizada mediante tomografia axial computarizada en ventana
de tejido blando, en el que se muestran las medidas de diametro de la aorta ascendente y aorta descendente
junto con el diametro del tronco pulmonar en un paciente sin hipertension pulmonar (A) y en un paciente

con hipertensién pulmonar (B).

TRATAMIENTO

Una vez resuelta y/o tratada la causa subyacente de la hipertension pulmonar, es
posible comenzar con tratamientos especificos con el objetivo de reducir la presion
arterial pulmonar y por tanto la poscarga del ventriculo derecho, para lograr una mejoria
de los signos clinicos (Reinero et al., 2020). Ademas, los pacientes con hipertension
pulmonar a menudo requieren tratamiento de apoyo para mejorar su estado general, asi

como terapias adicionales basadas en la causa subyacente de la hipertension pulmonar.

Analogos de prostaciclina.

La prostaciclina es un vasodilatador e inhibidor plaquetario conocido y también tiene
efectos antiproliferativos (Kitabatake et al., 1983; McLaughlin et al., 2009). Los analogos
de la prostaciclina empleados en medicina humana incluyen epoprostenol, treprostinil e
iloprost, mejorando los sintomas y la supervivencia. Se han estudiado de manera

experimental en el tratamiento de la hipertension pulmonar canina, mejorando el gasto
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cardiaco, la vasodilatacion y el rendimiento cardiaco (Zwissler et al., 1995; Kerbaul et
al., 2007). Sin embargo, su elevado precio hace que no sea posible administrarlos a

pacientes veterinarios.

Antagonistas de la endotelina.

Como se ha comentado anteriormente, la endotelina-1 (ET-1) provoca vasoconstriccion,
proliferacion de mdusculo liso y remodelacion vascular, por lo que el empleo de
antagonistas puede ser beneficioso. Los antagonistas de la ET-1 mas comunes son el
bosentan, sitaxsentan y ambrisentan. Estos farmacos mejoran la intolerancia al ejercicio,
la presion arterial pulmonar e incluso la resistencia vascular pulmonar en seres humanos
(McLaughlin et al., 2009). En medicina veterinaria, se ha evaluado el bosentan en
modelos experimentales. Su uso fue efectivo, disminuyendo la remodelacion vascular,
mejorando la funcién miocardica y disminuyendo la remodelacién ventricular (Kim et
al., 2000; Mishima et al., 2000). Igualmente, su elevado precio no ha permitido desarrollar

mas estudios ni emplearlo en pacientes veterinarios.

Inhibidores de la fosfodiesterasa 5.

El principal tratamiento frente a la hipertensién pulmonar en medicina veterinaria esta
basado en el uso de inhibidores de la fosfodiesterasa-5 (PDE-5) entre los que se
encuentran el sildenafil, tadalafil y vardenafil. Son farmacos que promueven la
vasodilatacion arterial pulmonar al aumentar los niveles de cGMP (Bach et al., 2006;
Brown et al., 2010; Kellihan et al., 2015; Murphy et al., 2017). Distintos estudios
comprobaron que existe una mejoria en los signos clinicos, calidad de vida y mejores
resultados ecocardiogréaficos en los pacientes tratados. Normalmente el tratamiento suele
comenzarse con la administracion de sildenafil cada 8-12 horas a una dosis de 1 a 3
mg/kg. Recientemente el tadafil ha resultado ser una alternativa al sildenafil al tener una
accion mas prolongada con respecto al sildenafil pudiendo administrarse cada 24 horas,
aungue aun hacen falta estudios para evaluar su utilidad real (Jaffey et al., 2019; Reinero
et al., 2020).
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Otros inhibidores de la fosfodiesterasa.

La teofilina es un inhibidor débil no selectivo de la fosfodiesterasa, y afecta a las PDE-3,
PDE-4 y PDE-5. Este medicamento se usa cominmente por su capacidad para relajar el
musculo liso en pacientes con enfermedad bronquial. En medicina humana, se ha
demostrado que mejora la hipertensién pulmonar secundaria a enfermedad pulmonar
obstructiva crénica y puede ser Util en perros con hipertensién pulmonar de clase clinica
IIl. En general, la teofilina no se considera un agente Unico efectivo para tratar la
hipertension pulmonar (Kellihan y Stepien, 2010).

El pimobendan y levosimendan son farmacos de doble mecanismo. Ejercen efectos
inotrépicos positivos asociados con la sensibilizacion al calcio, asi como efectos
vasodilatadores mediados por la inhibicion de la PDE-3. Clinicamente, se ha demostrado
que pimobendan mejora la hipertension pulmonar secundaria a enfermedad degenerativa
de la valvula mitral (clase clinica I1) (Atkinson et al., 2009; Kellihan y Stepien, 2012),
aungue actualmente no se considera util en el tratamiento de otras clases clinicas de

hipertension pulmonar (Kellihan y Stepien, 2010).

PRONOSTICO

El prondstico de los perros con hipertension pulmonar varia y, a menudo, depende
de la causa subyacente. Antes de la disponibilidad del sildenafil, los perros con
hipertension pulmonar tenian prondsticos graves, y muchos sobrevivian solo unos dias
tras el diagndstico (Johnson et al., 1999). Con la introduccion de la terapia con sildenafil,
el promedio de supervivencia aumentd a 91 dias, y algunos pacientes sobreviven casi dos
afios (Bach et al., 2006). Los factores prondsticos negativos incluyen estar en una clase
funcional avanzada, tener una presion alta en la auricula derecha, disfuncion ventricular

derecha grave y valores elevados de NT-proBNP (Serres et al., 2007; Brown et al., 2010).
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Simple Summary: Pulmonary hypertension (PH) is a consequence of proliferative pulmonary
endoarteritis caused by the parasite Dirofilaria immitis (heartworm). To date, the diagnosis is carried
out through echocardiographic determinations, with the right pulmonary artery distensibility (RPAD)
index being the gold standard for diagnosis of PH caused by heartworm. Given the high importance and
frequency of PH in dogs, the study of the pulmonary trunk to aorta ratio (PT:Ao) determined by
computed tomography (CT) was proposed to assess its usefulness in the diagnosis of PH, compared
to the gold standard method. The results show that the PT:Ao ratio was reliable for detecting and staging
the severity of moderate to severe PH in dogs with heartworm.

Abstract: Dirofilaria immitis causes proliferative pulmonary endoarteritis that leads to the appearance
of chronic precapillary pulmonary hypertension (PH) in dogs. Pulmonary trunk to aorta ratio (PT:Ao
ratio) obtained by computed tomography (CT) was studied and the quantitative measure of the
diameters of the pulmonary trunk (PT), the descending thoracic aorta (DAo) and ascending thoracic
aorta (AAo) were evaluated for the determination of the presence of moderate to severe PH in 59 dogs.
The diagnosis of PH was echocardiographically determined, based on the determination of the right
pulmonary artery distensibility (RPAD) index (<29.5%), and compared with other parameters for
estimating PH. The results showed a very high concordance: 0.976 (p-value 0.000) between the two CT
methods (PT:DAo and PT:AAo) with an excellent intraclass correlation coefficient > 0.95. Moreover,
cut-off values of =21.111 for PT:DAo, and =1.057 for PT:AAo were determined for dogs with an RPAD
index < 29.5%, which suggests a cut-off value between healthy dogs and the presence of PH. As has
been previously published, The PT:Ao ratios did not determine the presence of mild PH, so the
measurements cannot be considered useful for the early diagnosis of PH in dogs with heartworm.

Keywords: heartworm disease; Dirofilaria immitis; pulmonary hypertension; computed tomography;
pulmonary trunk to aorta ratio; dogs; animal diseases

1. Introduction

Canine heartworm disease (HWD) is a severe worldwide vector-borne disease caused by
Dirofilaria immitis, which mainly affects the pulmonary arteries and the lung parenchyma.The
presence of adult parasites in direct contact with the vasculature produces proliferative
endoarteritis that chronically leads to the appearance of precapillary pulmonary hyper-
tension (PH), a frequent and serious phenomenon in HWD [1,2]. In addition, the sudden
death of the parasites produces pulmonary thromboembolisms that worsen the vascular
damage and presence of PH [3,4]. It has been hypothesized that the determination of PH
may be highly useful to determine the severity of pulmonary endarteritis [3,5]. Moreover
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heartworm-infected dogs with PH show important clinical signs, including cough, ex-
ercise intolerance, respiratory distress, and syncope, while right-sided congestive heart
failure may occur in advanced stages. Consequently, the objective determination of PH is
important [4].

Catheterization of the right side of the heart is considered the gold standard for
measuring pulmonary artery pressure and to definitively diagnose PH [6]. However, it
involves a high risk and expensive costs, not affordable in veterinary medicine. Thus,
diagnostic imaging techniques, specifically echocardiography, provide the most accurate,
non-invasive, available, and cost-effective estimate of pulmonary pressure in dogs [7].
Although echocardiography is the method of choice to estimate the presence or absence
of PH, in veterinary practice, helical thoracic computed tomography (CT) is becoming
more widely available and used more frequently for the evaluation of cardiorespiratory
diseases in small animals [8]. Moreover, recent studies have shown the usefulness of CT in the
diagnosis of PH in the canine species [9-11]; although, to date, there are no published
specific indicators of PH in dogs with heartworm.

The use of angiography through CT and the quantitative measure of the diameters of
the pulmonary trunk (PT) and the aorta (Ao), translated into the PT:Ao ratio, constitutes a
clinical parameter routinely used to aid in the diagnosis of PH in humans, which has also
demonstrated an objective value in veterinary medicine in comparison with echocardiogra-
phy [9-14]. The recent use of the PT:Ao ratio has shown that dogs with moderate and severe
PH had significantly higher PT:Ao ratios than healthy dogs and dogs with mild PH in a
study carried out with dogs with idiopathic pulmonary fibrosis [11]. Furthermore, there are
two different measurement methods of the PT:Ao ratio, which are based on the size of the
descending aorta (DAo) or the ascending aorta (AAo). This hinders the standardization of the
PT:Aoratio in CT and, to the authors knowledge, there are no clinical studies comparing these
two techniques. Therefore, the aim of this study was to determine the usefulness of the CT
through the study of the PT:Ao ratio to detect presence and severity of PH in dogs with HWD,
as well as to determine the concordance between PT:DAo and PT:AAo ratios.

2. Materials and Methods
2.1. Studied Animals

A cross-sectional and prospective study was developed using 59 dogs referred to the
Cardiorespiratory Service of the Veterinary Teaching Hospital of the University of Las Pal-
mas de Gran Canaria (Canary Islands, Spain), between September 2020 and July 2021. All
dogs were tested for the presence of circulating D. immitis antigens by using a commercial
immunochromatographic test kit (Urano test Dirofilaria®, Urano Vet SL, Barcelona, Spain).
Dogs were further divided into groups: 30 (50.8%) healthy dogs and 29 (49.2%) heartworm-
infected dogs. Inclusion criteria for healthy dogs were: a negative result to the antigen test, no
record of previous disease, and absence of signs of cardiorespiratory disease based on
anamnesis, physical examination, two-view thoracic radiographs and echocardiographic
examination. Inclusion criteria for dogs with HWD were: the presence of D. immitis circu-
lating antigens and never having received treatment for HWD. The study was performed
before starting the adulticide treatment; however, nine heartworm-infected dogs were
previously treated with pimobendane, benazepril, furosemide, torsemide, spironolactone,
prednisolone, budesonide, sildenafil or doxycycline, after verifying echocardiographically
that the PH persisted unchanged once the animals were stabilized [4]. A complete record
was kept for each animal, including identification (age, sex, and breed), clinical history,
and demographic data. The dog owners were informed and consented to participate in
the study.

2.2. Echocardiography

Standardized transthoracic echocardiograms were performed in right and left lat-
eral recumbent positions using ultrasound equipment (Vivid Iq, General Electric, Boston,
USA) with spectral probes, color Doppler and multi-frequency (2.5-10 MHz). The dogs

62




Animals 2022, 12, 2441

63 0f 10

were conscious, without use of anesthesia and under electrocardiographic control through-
out the test. For each measurement, six continuous cardiac cycles were recorded. All
echocardiographic recordings were performed by a single cardiologist.

The diagnosis of the presence and severity of PH was echocardiographically deter-
mined, based on the determination of the right pulmonary artery distensibility index
(RPAD index). Moderate to severe PH was considered when the RPAD index was <29.5%,
as previously described and validated in dogs with HWD [5,15,16]. Complete echocardio-
grams were performed in all cases, and included the peak of tricuspid regurgitation velocity
to obtain the tricuspid regurgitation pressure gradient (TRPG), the relationship between
the diameter of the main pulmonary artery and the diameter of the aortic root (MPA:Ao),
the right ventricular outflow tract velocity, and the relationship between acceleration times
(AT) and ejection times (ET) using the AT:ET ratio. Furthermore, worm load (classified
from 1—low burden, to 4—high burden) was assessed by the presence of visible worms
in the pulmonary arteries and the right heart chambers using the guidelines previous
described [17].

2.3. Computed Tomography

CT examinations were performed by a 16-slice multi-detector row scanner (Toshiba
Astelion, Toshiba Medical System, Madrid, Spain). In all cases, a standard anesthesia protocol
was used, based on propofol (up to 4 mg/kg) administered after alfaxalone IM (1 mg/kg)
and butorphanol IM (0.2 mg/kg). Subsequently, isoflurane and 100% FiO2 were maintained
with continuous monitoring of vital parameters (oxygen saturation, blood pressure,
temperature, heart rate, etc.). Dogs were kept in sternal recumbency and postcontrast
positive-pressure CT scans were performed after administration of 2.0 Ml/kg of iobitridol
(300 mgl/MI) through a catheter placed in the left or right cephalic vein. The study protocol
included hyperventilation-induced apnea and positive pressure ventilation at 10 mm Hg.
Helical cross-sectional images were acquired using a 0.625 slice thickness at 120 kVp, 200 Ma,
1 s tube rotation time, 512° ¢ 512 array size, and 0.9375: 1 pitch. To obtainoptimal CT images
and better assess mediastinal structures, a soft tissue window setting was used by adjusting
the window widths (WW = 360) and window levels (WL = 60).

For the evaluation of the PT:Ao ratio, two different measurements were made to obtain
the relationship between the PT and the ascending (PT:AAo) and descending (PT:DAo)
portions of the aorta. The images of the soft tissue algorithm were used and the ratios
were determined following previously established protocols [9,10]. To this aim, the cross-
sectional image in which the diameter of the PT was widest was selected. The measurement
of the PT was performed by tracing a transverse axis over the widest diameter of the
PT, ventrally to the widening and branching in the left and right pulmonary arteries.
Furthermore, the dimensions of the short axis of the DAo and the AAo were also measured.
The diameters of DAo, AAo and PT were measured on the same image, so that all structures
were in the same phase of the cardiac cycle. In all cases, the inner diameters of the vascular
lumen was measured, not considering the vascular walls (Figure 1). The DICOM CT
images were transferred to a computer and analyzed using an imaging software program
(OsirixTM v. 5.6, Geneva, Switzerland). The interobserver variability of PT:Ao image
acquisition and PT:DAo/PT:AAo measurement was evaluated separately in 10 dogs by
two different cardiologists trained and supervised by a radiology consultant, obtaining
comparable values. Measurements for all dogs were performed by a single cardiologist.
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Figure 1. Arterial-phase postcontrast transverse thoracic angiogram CT image at the level of the
pulmonary trunk (PT) in a 16 kg male beagle with an RPAD index of 17%. The PT to aorta ratio
measurement technique consists of the measure of the maximum diameter of the PT measured
immediately ventral to the bifurcation into left and right pulmonary arteries (solid line) and the
measure of the short axis of the diameter of the descending part of the aorta (DAo) (solid line double
arrow) or the short axis of the diameter of the ascending part of the aorta (AAo) (no solid line double
arrow). The PT:DAo ratio of this dog was 1.72 and the PT:AAo ratio was 1.47.

2.4. Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using commercially available software (BM SPSS
Statistics 25.0, New York, NY, USA). Continuous variables were reported as the median
and standard deviation and categorical data as proportions. The Shapiro-Wilk test was
applied to evaluate the normality of the distribution of continuous variables. Differences in
continuous variables between groups were determined by ANOVA, Kruskal-Wallis and
Chi? test analyses. When significant differences were identified, post hoc pairwise compar-
isons were made using the Pearson P test with Bonferroni corrections (for non-normal data).
The intraclass correlation coefficient was calculated to measure the concordance between
PT:DAo and PT:AAo. The results of the statistical procedures were also graphed by scatter
plot. A simple linear regression was performed between the RPAD index values and the
other variables studied to identify the best one-variable model, and a regression analysis
of all subsets was performed with a maximum improvement of R2 as a selection criterion.
Receiver operator characteristic curve (ROC) analyses were performed to determine the
optimal cut-off values for the prediction of the RPAD index being < 29.5% (moderate or
severe hypertension). For all results, p < 0.01 was considered statistically significant.

3. Results

A total of 59 animals (31 males and 28 females) of 22 different breeds were analyzed,
with a mean age of 8.72 years and a mean weight of 18.44 kg. Based on the RPAD index, all
healthy animals (Group A, n = 30) were normotensive. Dogs with heartworm were further
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divided into two groups: normotensive dogs (Group B, n=11) and dogs with PH (Group C,
n = 18). There were no statistically significant differences in sex, age, and weight between
the three groups studied (Table 1). Right-sided congestive heart failure was only present
in dogs from Group C. Moreover, the presence of respiratory symptoms was significantly
increased in dogs from Group C. Obviously no parasites were found in the control dogs
(Group A). Burdens were similar in the dogs with heartworm (Groups B and C), being
slightly higher in dogs from Group C.

Table 1. Clinical characteristics and parameters of the studied dogs (n = 59).

Clinical Parameters All Dogs (n =59) Control (n =30) RPADi > 29.5% (n=11) RPADi < 29.5% (n = 18) p-Value

Body weight (kg) 18.44+ 11.84 16.14+ 11.15 24.35+ 12.30 18.65+ 12.03 0.232°b
Age (years) 8.72+ 3.46 8.86+ 3.94 8.33+ 1.85 8.73+ 3.51 09152
Female: number (%) 28 (47.5%) 14 (46.67%) 4 (36.36%) 10 (55.56%) 0.59¢
Respiratory symptom (%) 14 (23.73%) 0(0%) 3(27.27%) 11 (61.11%) 0.00¢
Right-sided CHF (%) 7(24.13%) 0(0%) 0(0%) 7 (38.9%) 0.00°¢
TRPG (mmHg) 27.02 £ 34.51 7.88 + 6.75 10.24 £ 7.93 69.15 £ 35.22 0.002
RPAD index (%) 344 £ 101 419 £ 49 349 £ 2.0 218+ 6.3 0.00 2
MPA:Ao 1.08 % 0.23 095 % 0.07 0.947 % 007 1357 + 0.21 0.002
PT:DAo 121 £ 041 0.97 £ 0.09 1.02 £ 0.12 1.72 £ 0.39 0.00 2
PT:AAo 1.08 + 0.363 0.90 £ 0.09 0.84 £ 0.11 1.53 + 0.34 0.002
AT:ET 0.34 £ 0.09 0.39 £ 0.05 0.37 £ 0.06 0.22 £ 0.06 0.00 2
Parasite burden (1-4) 227 £ 1.34 0 2.09 £ 1.47 256 £ 1.22 0.00 ¢

Legend: Results for body weight, age, tricuspid pressure gradient (TRPG), right pulmonary artery distensibility
index (RPAD index), main pulmonary artery to aorta ratio (MPA:Ao), pulmonary trunk to descending aorta ratio
(PT:DAo0), pulmonary trunk to ascending aorta ratio (PT:AAo), right acceleration time to ejection time ratio
(AT:ET) and parasite burden are expressed as mean gtandard deviation. Results for female, respiratory

symptoms, and right sided congestive heart failure (CHF) are expressed as n (%). p values: 2 p < 0.01 = ANOVA;
b p < 0.01 = Kruskal-Wallis; ¢ p < 0.01 = Chi-squared test.

Figure 2 illustrates the PT:DAo and PT:AAo ratios obtained for each group. The
ANOVA tests indicated that there were significant differences between the values of the
studied parameters and the groups of dogs. Bonferroni post hoc tests for multiple compar-
isons indicated that for PT:DAo, PT:AAo, MPA:Ao, AT:ET, and TRPG, there were significant
differences between Group C when compared to Groups A and B. Furthermore, the results
of Group A and Group B did not differ significantly. The median of the AT:ET ratio was
significantly lower in dogs from Group C, while the median of the other parameters (TRPG,
MPA:Ao, PT:DAo, PT:AAo0) was higher in dogs from Group C. Moreover, statistically
significant differences were found for the RPAD index between the three groups, being
lower in Group C and higher in Group A (Table 1).

To measure the concordance between PT:DAo and PT:AAo, the Pearson correlation
was performed between the two ratios, resulting in a very high correlation: 0.976 (p-value
0.000). Moreover, since correlation does not imply concordance, the intraclass correlation
coefficient was also calculated. The results showed that both absolute agreement and
consistency were excellent, with values > 0.95. Therefore, the concordance of both measures
was demonstrated.

Linear regressions were performed through Pearson correlations. The R2 of the
regressions that allowed comparison of the quality of the studied measures with the RPAD
index were obtained. The method that best correlated was AT:ET (R2 > 0.8), followed by
PT:DAo and TRPG with R2 > 0.7, and PT:AAo and MPA:Ao with R2 > 0.65 (Table 2). Finally,
five ROC curves were determined for each method in which the event to be studied was
having PH (RPAD index < 29.5%). The AUCs of all five parameters were excellent (>0.95)
(Table 3). For PT:DAo, any value 1.111 comxurred with PH in 95.1% of cases, and a value
< 1.111 concurred with normotension in 100% of cases. For PT:AAo, any value 1.057
corresponded to PH in 100% of cases and a value < 1.057 corresponded tonormotension
in 100% of cases. Cut-off values, sensitivity, and specificity for the other studied
parameters are shown in Table 3.
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Figure 2. Scatterplots illustrating pulmonary trunk to descending aorta ratio (PT:DAo) (A) and
pulmonary trunk to ascending aorta ratio (PT:AAo) (B), obtained in healthy dogs (control), in dogs
with heartworm and no presence/mild pulmonary hypertension (RPADi = 29.5%), and dogs with
heartworm and moderate to severe pulmonary hypertension (RPADi <29.5%). The box plots represent
median (solid horizontal lines within boxes), 25th, and 75th percentiles (boxes) and minimum and
maximum values (whiskers). Statistically significant differences (*) were observed between control and
RPADi = 29.5% dogs when compared to RPADi < 29.5% dogs.
Table 2. Results of simple regression analyses for the prediction of RPAD index.
Method Pearson Corralation R2 p-Value CI95% Regression Equation
PT:DAo 0.845 ** 0.709 0.000 (—0.244;—0.174) RPADIndex = 0.597 — 0.209 * PT/DAo
PT:AAo 0.824 ** 0.674 0.000 (—0.272;—0.188)  RPADIndex = 0.593 — 0.230 * PT/AAo
AT:ET 0.898 ** 0.803 0.000 (0.812;1.054) RPADIndex = 0.030 + 0.933 * AT:ET
MPA:Ao 0.830 ** 0.684 0.000 (—0.433;—0.301) RPADIndex = 0.738 — 0.367 * MPA/AO
TRPG 0.847 ** 0.712 0.000 (—0.003;—0.002) RPADIndex = 0.412 — 0.002 * TRPG

Legend: PT:DAo: pulmonary trunk to descending aorta ratio; PT:AAo: pulmonary trunk to ascending aorta ratio;
AT:ET: right acceleration time to ejection time ratio; MPA:Ao: main pulmonary artery to aorta ratio; TRPG: tricuspid
pressure gradient; CI 95%: 95% confidence interval; R2: coefficient of determination; RPADIndex: right pulmonary
artery distensibility index. On the one hand, “**” means that the correlation is significant at the 0.01 level
(bilateral). On the other hand, “*” is used in regression equations as a multiplication sign.

Table 3. Sensitivity (Se), specificity (Sp), and Youden index of cut-off points of the studied parame-
ters/measures to predict PH estimate based on the right pulmonary artery distensibility index (RPAD
index) < 29.5%.

Youden Index

Method AUC CI95% Cut-Off Se Sp
(Se +Sp-1)
PT:DAo 0.993 (0.980; 1.000) >1.111 0.951 1.000 0.951
PT:AAo 1.000 (1.000; 1.000) =1.057 1.000 1.000 1.000
AT:ET 0.983 (0.958; 1.000) <0.325 0.854 1.000 0.854
MPA:AO 1.000 (1.000; 1.000) >1.098 1.000 1.000 1.000
TRPG 0.999 (0.994; 1.000) >25.874 0.976 1.000 0.976

Legend: PT:DAo: pulmonary trunk to descending aorta ratio; PT:AAo: pulmonary trunk to ascending aorta ratio;
AT:ET: right acceleration time to ejection time ratio; MPA:Ao: main pulmonary artery to aorta ratio; TRPG: tricuspid
pressure gradient; AUC: area under receiver operating characteristic curve; CI 95%: 95% confidenceinterval;
Se: sensitivity; Sp: specificity.

4, Discussion

PH is a frequently occurring and severe condition in dogs with HWD. It is a conse- quence
of the presence of adult parasites of D. immitis, which produce severe lesions in the
pulmonary arteries that lead to proliferative endarteritis. These endothelial alterations start
as soon as the worms arrive at the pulmonary arteries and the chronic consequences
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cause a marked decrease in quality of life and life span [1,18,19]. This fact is observable in
the results of this study, in which dogs with PH showed significantly higher clinical signs
of disease and presence of congestive heart failure. Moreover, it has been reported that
endarteritis may not be reversible once the parasites have been eliminated and chronic PH
has been described in dogs up to 10 months after completion of adulticide treatment [4,20].
Therefore, it is extremely important to find different diagnostic methods for its detection.
The damage produced by D. immitis to the endothelium cause a reduction in elasticity of the
pulmonary arteries, being associated with an impaired distensibility of the vessel [20]. For
this reason, the RPAD index has been described as a valuable echocardiographic method to
detect and assess severity of PH in dogs with HWD, compared to other echocardiographic
variables including AT:ET, TRPG y MPA:Ao [3-5,20]. The results of the present study
confirmed the utility of the RPAD index as a gold standard for the echocardiographic
detection of PH in dogs with HWD. Furthermore, the RPAD index was the only studied
parameter that is significantly modified for dogs with heartworm but the absence of HP
or the presence of mild PH (RPAD index=29.5%), compared to healthy dogs, which
demonstrates its utility as an early marker of endothelial damage in this pathology.

Moreover, the results of the additional echocardiographic techniques used to com-
pare and detect PH have demonstrated their usefulness in determining the presence of
PH, finding satisfactory strong correlations compared to the RPAD index [5,16,17]. The
proportions observed and the values obtained in the present study show similar data to
results published in other echocardiographic investigations, producing promising results
for the non-invasive diagnosis of PH in HWD [21,22].

The evaluation of PH in dogs can be a challenge in veterinary medicine and the use of
new useful and easily repeatable diagnostic methods is of utmost importance to confirm the
finding of PH. Studies carried out during the last decade have reported the growing use of
thoracic CT for the diagnosis and management of dogs with cardiorespiratory diseases that
may predispose to PH, including heartworm. Concerning the latter, previous studies have
shown the usefulness of the CT study to diagnose pulmonary arterial and parenchymal
changes as a consequence of heartworm infection [23,24]. Thus, the diagnostic utility of CT-
derived measurement of the PT and Ao diameter to predict the presence of PH in HWD may
be advantageous, as shown in the results of this study.

Furthermore, the intraclass correlation study developed to determine the usefulness of
measuring the ratio using the two portions of the thoracic aorta, ascending and descending,
reported that both methods were equally valid to study the presence of PH by CT. The
results showed lower mean values when using the ascending portion (PT:AAo ratio) as a
result of larger aortic measurement diameters in this portion compared to the descending
portion (PT:DAo). Based on the clinical experience of the authors, the values obtainedthrough
the PT:AAo ratio are easily comparable to the echocardiographic MPA:Ao measure, since both
measures are determined at the same vascular level. Moreover, both techniques are simple
and reproducible. The presence of adult parasites was not observed in any of the animals
studied, demonstrating that this technique is not useful for quantifying or diagnosing the
presence of adult parasites in the pulmonary arteries of infected dogs.

The study of the PT:Ao ratio via CT in humans has previously been reported [12-14], in
which the increase in the diameter of the pulmonary trunk compared with the descending
and the ascending portions of the thoracic aorta have been shown to have a strongly
predictive value of PH, and cut-off points were established to determine the presence of
even mild PH [14]. In veterinary medicine, recent studies have also been published on the
PT:Ao ratio with the objective of establishing physiological measures in healthy animals
and to establish cut-off points to diagnose the presence and severity of PH [9-11]. In this
study, unlike the RPAD index, the PT:Ao ratio did not show significant differences between
healthy dogs and dogs with heartworm without hypertension or mild PH. These results
are similar to those reported in previous investigations, which showed a high degree of
overlap between PT:Ao ratios of the non-PH and mild-PH groups [9-11].
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On the other hand, the results displayed a great usefulness of this ratio to detect mod-
erate to severe HP in dogs with heartworm, showing cut-off values with high sensitivity
and specificity for PT:DAo and PT:AAo. The cut-off point to diagnose moderate or severe
PH reported for PT:DAo in this study ( ®111) was slightly lower than previously reported by
other authors (> 1.4) in dogs with PH of undescribed etiology [10]. Moreover, the mean
PT:AAo and PT:DAo obtained for healthy dogs were slightly lower than the values
presented in previous studies (1.1% 0.15 and 0.9% 0.12 for PT:AAo, and 1.26:0.11 for
PT:DAo) [9-11]. These differences could be due to the different methodologies established to
determine the presence or absence of PH in the studies mentioned. In addition, differ-
ences in cross-sectional measurements of vascular diameters from previously published
articles may lead to small differences in the determination of the PT:Ao ratio. Moreover, an
optimal PT:Ao ratio thresholds for the diagnosis of PH have been poorly defined and the
diagnostic value for evaluating PH using both the ascending and descending parts of the
Ao have not been accomplished in HWD, so the results of this study are of great novelty
and clinical usefulness.

As has been previously reported in dogs with pulmonary arterial hypertension pro-
duced for other precapillary causes, an increase in the relationship between PT and Ao was
associated with the severity of PH diagnosed by echocardiography [9-11]. These
findings are consistent with the results of the present study, which showed an excellent
correlation between the RPAD index and the PT:Ao ratios in dogs with heartworm.
However, the lack of utility to detect mild PH is an important limiting factor, since the
detection of early endothelial damage in heartworm is important for gaining good control
and implementing early therapeutic measures for a better prognosis.

The main limitation of the present study was the size of the canine population analyzed,
and the cross-sectional anatomy between dogs’ size, weight and breed, so further studies with
higher number of animals are warranted. In addition, the pulmonary arterial pressure was
not directly measured by right heart catheterization, but instead used the RPAD indexas the
gold standard in the measurement of HP in dogs with D. immitis.

The phase of respiration must be considered if measurement of PT:Ao through CT
is anticipated because a statistically significant difference was seen between the vascular
measurements on the expiratory CT scans when compared to both the pre- and postcontrast
inspiratory CT protocols [9]. For this study, based on recent publications, the use of
postcontrast protocols was chosen [10,11]; however, the respiratory cycle could not be
defined and the influence of inspiration and expiration on the size of the PT and the portions
of Ao was not analyzed. Uniform tomographic studies were not obtained in all cases, so
multiplanar reconstructions were not used to determine vascular measurements. The fact
that dogs were anesthetized during CT is an important limitation, but was mandatory and
reflects real clinical practice. Anesthesia alters hemodynamics with potential repercussions
on the measures of CT indices of PH tested in this study. Premedication based on alfaxalone
and butorphanol has proven to be hemodynamically very stable in other cardiorespiratory
disorders, and the use of propofol and isoflurane makes it possible to standardize the
method used, since they are drugs widely used in anesthetic induction and maintenance in
veterinary practice [12]; therefore, the results obtained are subject to the particular use of
the anesthetic protocol used.

5. Conclusions

In conclusion, the results of the present study highlight the potential utility of the
PT:Ao ratio, using PT:AAo or PT:DAo PT:Ao ratios, to diagnose moderate to severe PH
in dogs with heartworm. Although the RPAD index remains the gold standard for the
diagnosis of PH in these dogs, dogs undergoing CT for any other clinical indication
could benefit from the study and standardization of the PT:Ao ratio. However, further
studies with a larger number of animals are needed to evaluate and identify whether
the TC parameters studied have clinical utility for the early diagnosis of PH in dogs
with heartworm.
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ABSTRACT

Pulmonary endarteritis caused by Dirofilaria immitis and pulmonary hypertension (PH) are closely linked and the
determination of PH could be validated to assess the severity and chronicity of the vascular damage, i.e. by the
use of the Right Pulmonary Artery Distensibility (RPAD) Index. The aim was to evaluate the RPAD Index in dogs
10 months after the last dose of adulticide. The study included 23 client-owned dogs with heartworm brought for
adulticide treatment. Echocardiographic exam was carried out to estimate worm burden, RPAD Index as well as
other routine echocardiographic values on day 0 (diagnosis), day 120 (discharge), and 10 months after the last
dose of adulticide. No significant differences were observed in the RPAD Index over time, neither when mi-
crofilaremic status and parasite burden were evaluated. An RPAD Index < 29% was found in 52.2% of the dogs on
day 0, day 120, and 10 months after the last dose of adulticide. Regarding other echocardiographic para- meters,
only significant differences were observed on tricuspid annular plane systolic excursion (TAPSE) values between
day 0:day 120 (p = 0.008), and day 0O:end of the study (p = 0.037). There was not significant im-provement in
pulmonary damage 10 months after the elimination of the parasites (p = 0.296), suggesting that, once the
endarteritis has developed, the vascular changes are chronic and may not be reversible. The mod- ifications of the
TAPSE value suggest an improvement in the systolic function of the right ventricle after the disappearance of the
worms, independently of the presence of PH. The endarteritis causes a decrease in the elasticity in the pulmonary
vasculature and an increase in the resistance that, chronically, and depending on the severity, will cause the
development of PH and later right heart failure. This complication of the disease is one of the most damaging and
frequent, so it is necessary to adequately monitor PH in dogs undergoing adulticide treatment. Furthermore,
knowing the pulmonary status could provide valuable information to help provide an objective prognosis and help
assess the need to add additional treatments, once the worms have been eliminated.

1. Introduction

branches. As lesions develop, the arteries become stiffer and lose
compliance, so there is an increase in pulmonary arterial pressure that

Heartworm disease is caused by the nematode Dirofilaria immitis,
which mainly affects canids and felids. It is a vector-borne disease
whose adults lodge in pulmonary arteries and right heart chambers.
During heartworm infection, damage to the endothelium occurs which,
as consequence, produces intimal proliferation, which begins im-
mediately after the arrival of the parasites (Schaub et al., 1981; Keith
et al,, 1983; Simon et al., 2012). This is due to the multiplication and
migration of smooth muscle cells to the intima, which creates a villous
proliferation in the inner surface of the artery (Atwell et al, 1985,
1988; McCall et al., 2008). As a consequence, there is a thickening of the
wall of the arteries and the intimal surface presents a rough texture,
causing a narrowing of the vessel lumen, especially in the small

* Corresponding author.
E-mail address: alberto.montoya@ulpgc.es (J.A. Montoya-Alonso).
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leads to a chronic development of pulmonary hypertension (PH). Fur-
thermore, the death of parasites triggers pulmonary thromboembolism,
which also causes acute episodes of PH and contributes to the chronic
development of PH (Bowman and Atkins, 2009; Simén et al,, 2012).

PH is a serious condition that is frequently found in heartworm
disease. It is one of the main causes that produce clinical signs in the
infected dog and, if it is not treated correctly, will lead chronically tothe
development of right-sided cardiac disease. Moreover, there is an intimate
association between pulmonary endarteritis and the presenceof PH;
therefore, the determination of PH can be fruitful to determinethe
severity and chronicity of the endarteritis (Sasaki et al, 1992; Uchide
and Saida, 2005; Venco et al., 2014a).
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For this, the echocardiographic exam is the method of choice, which
provides a simple non-invasive procedure to estimate pulmonary artery
pressure in animals. In dogs with heartworm disease, previous studies
have supported the usefulness of the Right Pulmonary Artery
Distensibility (RPAD) Index as a useful and objective method to esti-mate
the existence and severity of PH (Venco et al., 2014b; Visser et al.,, 2016),
which is calculated as the difference in diameter of the right pulmonary
artery in systole and diastole as measured by M-mode (Venco et al,
2014b; Serrano-Parrefio et al, 2017a). This method constitutes an
advantage over other echocardiographic determinations, which are based
mainly on subjective and indirect parameters. The RPAD Index is
especially useful when there is not tricuspid regurgita- tion or pulmonary
regurgitation.

An earlier study showed that there was no significant worsening or
recovery of damage to the pulmonary arteries in dogs with heartworm,
one month after the last dose of adulticide treatment with melarsomine
(Serrano-Parrefio et al., 2017b), concluding that, if a significant im-
provement were possible after eliminating the worms and finishing the
treatment, it would probably take more time before observing positive
changes after the elimination of the parasites.

Therefore, the aim of this study was to evaluate the RPAD Index in dogs
10 months after the last dose of adulticide treatment, to determine
changes in pulmonary pressure and, consequently, the progression of
pulmonary endarteritis in these patients.

2. Materials and methods

The study recruited 23 dogs living in Gran Canaria, a hyperendemic
island (Montoya-Alonso et al, 2016) diagnosed with heartworm by the
detection of circulating D. immitis antigens (Urano test Dirofilaria® Urano
Vet SL, Barcelona, Spain) and attended the Veterinary Medicine Service of
the University of Las Palmas de Gran Canaria for adulticide treatment.
Microfilaremic status was assessed by a modified Knott test (Genchi et al.,
2007). None of the animals received previous treatment against the
disease, presented previous or concomitant pathologies and none
participated in other studies.

The dogs underwent an echocardiographic exam as described pre-
viously (Serrano-Parrefio et al,, 2017a). Echocardiographic exams were

performed on day O - the day of the diagnosis and when the study
began -, on day 120 - one month after the last dose of melarsomine and

when the dog was discharged - and 10 months after the last dose of
adulticide. The worm burden was estimated by echocardiographic

exam according to the guidelines established by Venco et al. (2003) and
a grade from 1 to 4 was designated from low to high parasite burden.
The RPAD Index was assessed following the methodology estab-
lished by Venco et al. (2014b), as well as other echocardiographic
parameters were measured. By M-mode these were: fractional short-
ening (FS), ejection fraction (EF), right ventricular internal diameter in
telediastole (RVIDD) and left ventricular internal diameter in tele-
diastole (LVIDD), RVIDD/ LVIDD ratio, right ventricle wall thickness
(RVWT), left ventricle posterior wall thickness (LVPWT), RVWT/
LVPWT ratio, and tricuspid annular plane systolic excursion (TAPSE).
By standard two-dimensional mode, main pulmonary artery/aorta ratio
(PA/Ao ratio), left atrial (LAV) and right atrial (RAV) volumes, left
atrial (LAA) and right atrial (RAA) areas were determined. Finally, by
means of spectral Doppler the following parameters were assessed:
pulmonary flow acceleration time (AT), pulmonary flow ejection time
(ET), AT/ET ratio, maximum velocity of the blood flow through the
pulmonary artery (PAVmax) and pulmonary deceleration time (DT).
Adulticide treatment was administered to the recruited dogs fol-
lowing the current recommended management protocol (European
Society of Dirofilariosis and Angiostrongylosis, 2017; American
Heartworm Society, 2018), with the administration of doxycycline(10
mg/kg BID) for four weeks, monthly heartworm preventative (ivermectin:

6 ug/kg) and intramuscular administration of three doses
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On day 120, the Knott test and echocardiographic exam were per-
formed and the dogs were discharged. Six months after the last dose of
melarsomine, the efficacy of the treatment was verified with tests for
the detection of antigens (Urano test Dirofilaria®, Urano Vet SL, Barcelona,
Spain) and microfilariae (modified Knott test). Exercise re- striction was
prescribed throughout the treatment, especially from the first dose of
immiticide until the dog was discharged. The monthly prophylaxis was not
interrupted during the study.

The data were analysed using the SPSS Base 20.0 software for
Windows. Continuous variables were expressed as median + standard
deviation. Qualitative variables are expressed as percentage. The non-
parametric test of WilcoXon was used to determine the differences be-
tween days 0, 120 and the end of the study. The Chi square test or
Fisher’s exact test were used to assess the association between catego-
rical variables. In all cases, a p value < 0.05 was determined as sig-
nificant.

All the owners were informed about the present study and con- sented
to participate. The study was approved by the ethical committeeof the
Veterinary Medicine Service of the University of Las Palmas deGran
Canaria (MV-2015/04) and was executed in accordance with the current
European legislation on animal protection.

3. Results

All the animals finished the adulticide treatment without significant
complications. Nine dogs were male and 14 were female, with a range
from 2 to 7 years; eight were mongrel dogs while 15 were pure-bred
dogs. According to the results of the Knott test on day 0, microfilaremia
was present in 11 dogs (47.8%) while 12 (52.2%) were amicrofilar-
iemic. The day of discharge and siX months after the last adulticide
dose, all dogs were amicrofilariemic.

On day 0, 20 dogs (87%) showed a low parasite burden (scores 1 or
2) while three (13%) presented a high burden (scores 3 or 4) (Venco
etal, 2003). On day 120 and 10 months after the last adulticide dose,
no worms were echocardiographically detected in any of the dogs. Also, all
dogs showed absence of circulating heartworm antigens siX months
after completion of the treatment.

Presence or absence of PH, as well as severity, were assessed based on
the measurement of the RPAD Index. A RPAD Index < 29% [pre- sence of
PH according to Visser et al. (2016) and presence of severe- moderate PH,
according to Venco et al. (2014b)] was present in 52.2%of the dogs on
day 0, day 120 and 10 months after the last dose of adulticide. Fig. 1 and 2
show the evolution of RPAD Index in dogs with/ without PH based on the
cut-off of Visser et al. (2016).

On day 0, mean RPAD Index was 27.4% (median: 27.22%, min:
7.9%, max: 44.6%), on day 120 it was 29.2% (median: 28.4%, min:
7.9%, max: 50%) and 10 months after the last dose of adulticide, the
mean RPAD Index was 27.9% (median: 28.2%, min: 7.8%, max: 42%).
No statistically significant differences were observed between the
measurements of the RPAD Index when all dogs were evaluated (p
= 0.296), neither between those dogs with RPAD Index > 29%(p =
0.268) or between dogs with RPAD Index < 29% on day O(p =
0.174). No statistically significant differences were found in the RPAD
Index when the microfilaremic status (p =0.118 on day 0;p = 0.740
on days 120 and 10 months) and parasite burden (p = 1.0000n day 0;
p =0.698 on day 120; p = 0.635 after 10 months) wereevaluated.

Furthermore, when the other echocardiographic values were eval-
uated, only significant differences were found in the TAPSE measure-
ments between day 0 and day 120 (p = 0.008), and between day 0 and
10 months after the last dose of adulticide (p = 0.037), when all dogs were
evaluated. When the RPAD Index was assessed, only statistically
significant differences were observed in the measurement of TAPSE of
dogs with an RPAD Index < 29%, between day 0 and day 120(p
=0.027). Table 1 shows the TAPSE values observed in dogsthroughout
the study.

of melasomine on days 60, 90 and 91.
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A Table 1
35 — Tricuspid annular plane systolic excursion (TAPSE) values on day O
- % (Measurement 1: the day of the diagnosis of the disease and beginning of the
= study), day 120 (Measurement 2: one month after the last dose of melarsomine
§ 25 — i. and when the dog is discharged) and 10 months after the last dose of mel-
§ o8 arsomine (Measurement 3). Results are expressed in cm as median, minimum
o ﬂ & and maximum values. Statistically significant differences were observed be-
E 15 tween measurement 1 and measurement 2 (p = 0.008) and between measure-
. ment 1 and measurement 3 (p = 0.037), but not between measurement 2 and
e measurement 3 (p = 1.000).
2 All dogs (n=23) Measurement 1 Measurement 2 Measurement 3
Day 0 Day 120 10m. Median 1.20 cm 1.50 cm 1.40 cm
Min 0.68 cm 0.62 cm 0.81 cm
50 B Max 1.98 cm 2.02 cm 2.17 cm
45
: arteries, arterial damage and development of proliferative endarteritis
40 begin, which leads to vascular remodelling with the formation of in-
2 travascular microvilli, intimal thickening and narrowing of the lumenof
é 35 . the arterial vessels (Munnel et al,, 1980; Schaub et al.,, 1981). En- darteritis
§ ‘ worsens with the chronicity of the disease, the intensity ofexercise and
E 30 the immune response of the host to the parasite (Dillonet al., 1995).
- The influence of the parasitic load is not clear; there are studies that
b support its influence (Dillon et al,, 1995; Méndez et al.,, 2015), while others
state that parasite burden does not influence the development of vascular
Day 0 Day 120 10m. damage (Venco et al, 2014a; Serrano-Parrefioet al., 2017a). In the present

Fig. 1. Evolution of the Right Pulmonary Artery Distensibility (RPAD) Index in the
studied dogs, represented by different colours. A) represents dogs withRPAD
Index < 29% on day 0. This would correspond to dogs with pulmonary
hypertension (PH) according to Visser et al. (2016) or dogs with severe-mod-
erate pH according to Venco et al. (2014b). B) represents those dogs with RPAD
Index > 29% on day 0, which would correspond to dogs without PH (Visseret
al, 2016) or dogs with mild PH/no PH (Venco et al, 2014b). The ordinateaxis
of the image represents the RPAD Index (%). The axis of the abscissa shows the
different measurements taken during the study (Day 0: the day of the di- agnosis
of the disease and beginning of the study; Day 120: one month after the last dose
of melarsomine and when the dog was discharged; 10 m.: 10 months after the
last dose of melarsomine).

40
38
36

RPAD Index (%)
n w w w

n
o

n
s

22

)

Day 0 Day 120 10m.

Fig. 2. Dogs with Right Pulmonary Artery Distensibility (RPAD) Index > 29%
on day 0 which showed a decrease of the index below 29% at some point in the
study. The ordinate axis of the image represents the RPAD Index (%). The axis
of the abscissa shows the different measurements taken during the study (Day 0:
the day of the diagnosis of the disease and beginning of the study; Day 120: one
month after the last dose of melarsomine and when the dog was discharged;

10 m.: 10 months after the last dose of melarsomine).
No statistically significant differences were present in any of the

echocardiographic parameters due to microfilaremic status or worm
burden on day 0.

4. Discussion

study, the RPAD Index was similar in dogs with high and low parasite load.
However, given the low number of dogs with high load, the results
should be interpreted with caution.

The endarteritis causes a decrease in the elasticity in the pulmonary
vasculature, as well as an increase in the resistance that, chronically and
depending on the severity, will cause the development of PH andthe
subsequent right heart failure. Also, the death of the worms causes
pulmonary thromboembolisms, which worsens vascular deterioration and
the presence of PH (McCall et al, 2008; Bowman and Atkins, 2009).
Thus, this complication of the disease is one of the most harmful and
frequent. Due to the close relationship between the presence of
endarteritis and PH, it is necessary to adequately monitor this condi- tion;
for this, the RPAD Index has been useful (Venco et al, 2014b; Visser et
al.,, 2016; Serrano-Parrefio et al., 2017a).

The mechanisms of vascular damage caused by the presence of adult
parasites are being widely studied (Gonzalez-Miguel et al, 2015;
Martini et al., 2019). However, there are no studies that assess the re-
action of the pulmonary vasculature once the parasites are removed
from the infected animal. So far, only one study has reported that no
worsening or improvement in the evolution of PH was observed one
month after the last dose of adulticide (Serrano-Parrefio et al., 2017b).
However, the authors reported that it may be necessary to wait longer
after the adult worms, Wolbachia and the inflammatory response have
been eliminated from the pulmonary arteries, before showing any sig-
nificant improvement.

The results of the present study showed that the differences in the
RPAD Index and, therefore, endarteritis, did not vary significantly 10
months after the death of the parasites. This suggests that, once en-
darteritis has developed, the vascular changes are chronic and may not
be reversible. Furthermore, although the variations are not statistically
significant, some of the dogs with RPAD Index > 29% on day 0 showed
a decrease of the index below 29% at some point in the study (Fig. 3).
Neither the parasite burden nor the presence/absence of microfilaremia
influenced in the RPAD Index, similar to Serrano-Parrefio etal. (2017b).
A previous study showed evidence that, after eliminating adult para- sites,
endarteritis and intimal proliferation were partially reversed (Rawlings et
al., 1981); however, the results of the present study sug-gest that the
damage persists, at least 10 months after the elimination of the worms.
Thus, more research should now be done to discover other indicators of
endothelial damage and vascular remodelling, study other

Immediately after the arrival of the worms to the pulmonar
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parameters to determine the presence and severity of vascular damage,
as well as to find ways to improve the dysfunction, similar to what is being
done in human medicine (Mordi and Tzemos, 2014; 2016).

In a previous study, all dogs with heartworm showed anomalous
TAPSE values, independently of the absence or presence of PH, similar
to our results (Serrano-Parrefio et al.,, 2017a). The current results showed
that the TAPSE value presented significant differences between day 0 and
day 120, as well as between day 0 and the end of the study.This may
reflect an improvement in the systolic function of the right ventricle after
the disappearance of the worms, despite the fact that no significant
variation in pulmonary pressure was present. Likewise, it could also be
due to an adaptation of the right ventricle to the chronic status of PH, as
described in humans (Ghio et al, 2016). The presence of greater
tricuspid insufficiency with maintained right ventricular systolic function
may be another cause (Hsiao et al., 2006); however, in the present study,
the presence of tricuspid insufficiency was not evaluated. These results
could be beneficial for the patient since ab- normal or low TAPSE values
have been correlated with an increasedrisk of death in humans (Ghio
et al, 2016).

The presence and severity of PH should be determined in dogs un-

dergoing adulticide treatment. Knowing the pulmonary status could

provide valuable information to help provide an objective prognosis and
also to evaluate the need to add additional treatments to the pa- tient,
once the worms have been eliminated. For this, the RPAD Indexhas
proven useful (Venco etal., 2014b; Serrano-Parrefio etal.,, 2017a, 2017b).
The results obtained in this study point to the lack of significant
improvements in the damage that occurs in the pulmonary arteries in dogs
with heartworm, once the parasites have been eliminated usingthe
recommended adulticide protocols, 10 months after the elimination of the
worms. Additional research should be done to determine other indicators
of endothelial damage and vascular remodelling.

All authors have participated in (a) conception and design, or analysis
and interpretation of the data; (b) drafting the article or re- vising it
critically for important intellectual content; and (c) approval of the final
version.

Declaration of Competing Interest

All authors have participated in (a) conception and design, or analysis
and interpretation of the data; (b) drafting the article or re- vising it
critically for important intellectual content; and (c) approval of the final
version.

This manuscript has not been submitted to, nor is under review at,
another journal or other publishing venue.

The authors have no affiliation with any organization with a direct
or indirect financial interest in the subject matter discussed in the
manuscript.

References

Atwell, R.B., Buoro, I.B., Sutton, R.H., 1985. EXperimental production of lesions in canine
pulmonary arteries similar to those produced by Dirofilaria immitis infection. Vet. Rec.
116, 539-541.

Atwell, R.B., Sutton, R.H., Moodie, E.W.,, 1988. Pulmonary changes associated with dead
filariae (Dirofilaria immitis) and concurrent antigenic exposure in dogs. J. Comp.
Pathol. 98, 349-361.

American Heartworm Society, 2018. Current Canine Guidelines for the Prevention,
Diagnosis and Management of Heartworm (Dirofilaria immitis) Infection in Dogs.
Available at: (accessed 18.03.19). http://www.heartwormsociety.org.

Bowman, D.D., Atkins, C.E., 2009. Heartworm biology, treatment, and control. Vet. Clin.
North Am. Small Anim. Pract. 39, 1127-1158 vii.

Dillon, R.A, Brawner, W.R,, Hanrahan, L., 1995. Influence of number of parasites and
exercise on the severity of heartworm disease in dogs. In: Sol, M.D., Knight, D.H.

\dairayRaaday 28309 14

(Eds.), Proceedings of the Heartworm Symposium ‘95. American Heartworm Society,
Vatavia, IL, pp. 113.

European Society of Dirofilariosis and Angiostrongylosis, 2017. Guidelines for Clinical
Management of Canine Heartworm Disease. Available at: (accessed 18.03.19.
https://www.esda.vet.

Genchi, C, Venco, L., Genchi, M., 2007. Guideline for the laboratory diagnosis of canine
and feline dirofilaria infections. In: Genchi, C., Rinaldi, L., Cringoli, G. (Eds.),
Dirofilaria immitis and D. repens in Dog and Cat and Human Infections. Rolando
Editore, Naples, Italy, pp. 137-144.

Ghio, S., Pica, S., Klersy, C., Guzzafame, E., Scelsi, L., Raineri, C., Turco, A,, Schirinzi, S.,
Visconti, L.0., 2016. Prognostic value of TAPSE after therapy optimisation in patients
with pulmonary arterial hypertension is independent of the haemodynamic effects of
therapy. Open Heart 3, e000408. https://doi.org/10.1136/openhrt-2016-000408.

Gonzalez-Miguel, J., Morchén, R, Carretén, E., Montoya-Alonso, J.A., Simén, F., 2015.
Can the activation of plasminogen/plasmin system of the host by metabolic products
of dirofilaria immitis participate in heartworm disease endarteritis? Parasit. Vectors 8,
194.

Hsiao, S.H., Lin, S.K.,, Wang, W.C,, Yang, S.H,, Gin, P.L,, Liu, C.P., 2006. Severe tricuspid
regurgitation shows significant impact in the relationship among peak systolic tri-
cuspid annular velocity, tricuspid annular plane systolic excursion, and right ven-
tricular ejection fraction. J. Am. Soc. Echocardiogr. 19, 902-910.

Keith, J.C,, Schaub, R.G., Rawlings, C., 1983. Early arterial injury-induced myointimal
proliferation in canine pulmonary arteries. Am. J. Vet. Res. 44, 181-186.

Martini, F., Eckmair, B., §tefani(':, S. Jin, C, Garg, M., Yan, S., Jiménez-Castells, C.,
Hykollari, A.,, Neupert, C., Venco, L., Varén Silva, D., Wilson, I.B.H., Paschinger, K.,
2019. Highly modified and immunoactive N-glycans of the canine heartworm. Nat.
Commun. 10, 75.

MccCall, J.W.,, Genchi, C., Kramer, L.H., Guerrero, ], Venco, L., 2008. Heartworm disease
in animals and humans. Adv. Parasitol. 66, 193-285.

Méndez, ].C., Carretén, E., Martinez-Subiela, S., Tvarijonaviciute, A, Cerén, J.J.,
Montoya-Alonso, J.A,, 2015. Acute phase protein response in heartworm-infected
dogs after adulticide treatment. Vet. Parasitol. 209, 197-201.

Montoya-Alonso, J.A,, Carretdn, E.,, Morchdn, R, Silveira-Viera, L., Falcon, Y., Simén, F.,
2016. The impact of the climate on the epidemiology of Dirofilaria immitis in the pet
population of the Canary Islands. Vet. Parasitol. 216, 66-71.

Mordi, I, Mordi, N., Delles, C., Tzemos, N., 2016. Endothelial dysfunction in human
essential hypertension. J. Hypertens. 34, 1464-1472.

Mordi, I., Tzemos, N., 2014. Is reversal of endothelial dysfunction still an attractive target
in modern cardiology? World J. Cardiol. 6, 824-835.

Munnel, J.F., Weldon, ].S., Lewis, R.E., Thrall, D.E., McCall, ].W., 1980. Intimal lesions of
the pulmonary artery in dogs with experimental dirofilariasis. Am. J. Vet. Res. 41,
1108-1112.

Rawlings, C.A,, Keith, ].C.,, Schaub, R.G., 1981. Development and resolution of pul-
monary disease in heartworm infection: illustrated review. J. Am. Anim. Hosp. Assoc.
17,711-720.

Sasaki, Y., Kitagawa, H., Hirano, Y., 1992. Relationship between pulmonary arterial
pressure and lesions in the pulmonary arteries and parenchyma, and cardiac valves in
canine dirofilariasis. J. Vet. Med.Sci. 54, 739-744.

Schaub, R.G., Rawlings, C.A., Keith, J.C., 1981. Platelet adhesion and myointimal pro-
liferation in canine pulmonary arteries. Am. J. Pathol. 104, 13-22.

Serrano-Parrefio, B., Carretén, E., Caro-Vadillo, A, Falcén-Cordén, Y. Falcén-Cordén, S.,
Montoya-Alonso, J.A,, 2017a. Evaluation of pulmonary hypertension and clinical
status in dogs with heartworm by right pulmonary artery distensibility index and
other echocardiographic parameters. Parasit. Vectors 10, 106.

Serrano-Parrefio, B., Carretén, E., Caro-Vadillo, A., Falcén-Cordén, S. Falcén-Cordén, Y.,
Montoya-Alonso, J.A,, 2017b. Pulmonary hypertension in dogs with heartworm be-
fore and after the adulticide protocol recommended by the American heartworm
society. Vet. Parasitol. 236, 34-37.

Simén, F,, Siles-Lucas, M., Morchén, R., Gonzalez-Miguel, J., Mellado, I, Carretén, E.,
Montoya-Alonso, J.A, 2012. Human and animal dirofilariasis: the emergence of a
zoonotic mosaic. Clin. Microbiol. Rev. 25, 507-544.

Uchide, T., Saida, K., 2005. Elevated endothelin-1 expression in dogs with heartworm
disease. J. Vet. Med. Sci. 67, 1155-1161.

Venco, L. Bertazzolo, W., Giordano, G., Paltrinieri, S, 2014a. Evaluation of C-reactive
protein as a clinical biomarker in naturally heartworm-infected dogs: a field study.
Vet. Parasitol. 206, 48-54.

Venco, L., Genchi, C., Vigevani Colson, P., Kramer, L., 2003. Relative utility of echo-
cardiography, radiography, serologic testing and microfilariae counts to predict adult
worm burden in dogs naturally infected with heartworms. In: Seward, R.L., Knight,

D.H. (Eds.), Recent Advances in Heartworm Disease. Symposium’01. American

Heartworm Society, Batavia, IL, pp. 111-124.
Venco, L., Mihaylova, L., Boon, J.A,, 2014b. Right pulmonary artery distensibility index

(RPAD index). A field study of an echocardiographic method to detect early devel-
opment of pulmonary hypertension and its severity even in the absence of regurgitant
jets for doppler evaluation in heartworm-infected dogs. Vet. Parasitol. 206, 60-66.

Visser, L.C,, Im, M.K,, Johnson, L.R,, Stern, J.A., 2016. Diagnostic value of right pul-
monary artery distensibility index in dogs with pulmonary hypertension: comparison
with doppler echocardiographic estimates of pulmonary arterial pressure. J. Vet.

Intern. Med. 30, 543-552.

74



http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0010
http://www.heartwormsociety.org/
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0025
https://www.esda.vet/
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0035
https://doi.org/10.1136/openhrt-2016-000408
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S0304-4017(19)30171-2/sbref0145

Veterinary Parasitology 309 (2022) 109759

ELSEVIER

Contents lists available at ScienceDirect o aratbogy

Veterinary Parasitology

journal homepage: www.elsevier.com/locate/vetpar

Evaluation of acute phase proteins, adiponectin and endothelin-1 to
determine vascular damage in dogs with heartworm disease (Dirofilaria
immitis), before and after adulticide treatment

Y. Falcon-Cordon 2, A. Tvarijonaviciute ”, J.A. Montoya-Alonso ?, A. Munoz-Prieto”, A. Caro-

Vadillo ¢, E. Carreton "

a Internal Medicine, Faculty of Veterinary Medicine, Research Institute of Biomedical and Health Sciences (IUIBS), University of Las Palmas de Gran Canaria, Las Palmas

de Gran Canaria, Spain

b Interdisciplinary Laboratory of Clinical Analysis (Interlab-UMU), Veterinary School, Regional Campus of International Excellence Mare Nostrum, University of Murcia,

Spain

¢ Department of Animal Medicine and Surgery, Veterinary Faculty, Complutense University of Madrid, Madrid, Spain

ARTICLEINFO

Keywords:

Dirofilaria immitis
Pulmonary hypertension
Proliferative endarteritis
Acute phase response
Endothelin

Adiponectin

ABSTRACT

Previous studies have shown the existence of an acute phase response in dogs with heartworm ( Dirofilaria
immitis), probably caused by the vascular inflammation that occurs during the pathogenesis of this disease. In
addition, it has been seen that this acute phase response persists after finishing treatment, especially in dogs with
pulmonary hypertension (PH). Furthermore, echocardiographic studies have shown that PH and endarteritisappear
to persist for at least 10 months after completion of adulticide treatment, suggesting that the vascular changes
in these dogs may not be reversible. Therefore, the objective of this study was to evaluate the serum
concentrations of different positive acute phase proteins (APP) [C reactive-protein (CRP), haptoglobin and
ferritin] and negative APP (albumin and paraoxonase-1 (PON-1)), and the usefulness of the endothelin-1 (ET-1)
and adiponectin, in dogs infected by D. immitis to evaluate their usefulness as diagnostic biomarkers of vascular
damage and PH and their progression throughout therapy up to 7 months after the end of adulticide treatment.
Twenty-five heartworm-infected dogs received adulticide treatment, and serum measurements were performed
on the day of diagnosis (day o), day of discharge (day 9o0), and 6 months after discharge (day 270). In addition,
presence or absence of PH was also echocardiographically determined using the Right Pulmonary Artery
Distensibility Index. PH was present in 44% of the dogs on day o and day 9o, and in 48% of dogs on day 270.
Alterations were observed in the concentrations of all APP throughout the study, persisting the alterations in PON-
1 and ferritin on day 270. Depending on the presence or absence of PH, CRP showed significant differences
throughout the study, as did ET-1. On the other hand, adiponectin did not show variations throughout the study,
so it did not seem a useful marker in this disease. These results could reflect the possible persistence of vascular
inflammation up to 7 months after finishing treatment, whether or not there was PH, and consolidate the study of
APP as useful markers in heartworm disease. Moreover, persistent PH could be the consequent clinical mani -
festation in dogs with more severe vascular alterations so the study of APP, especially CRP, and ET-1 could be
especially advantageous in these patients in the early evaluation of the disease, as well as for the determination
of disease severity, monitoring therapeutic responses, and predicting outcomes.

1. Introduction

location, their presence initiates the production of proliferative endar-
teritis, causing the onset of vascular remodelling that will chronically

Heartworm disease (Dirofilaria immitis) is characterised by the produce a series of pathological alterations, mainly pulmonary hyper-
damage caused by the presence of adult worms in the pulmonary ar- tension (PH) and heart failure (Simon et al., 2012; McCall et al., 2008a,
teries and right heart chambers. As soon as they reach their final 2008b; Ames and Atkins, 2020) This pathogenic reaction is caused both
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by the presence of adult worms and by the endosymbiont bacterium
Wolbachia pipientis, which triggers the release of pro-inflammatory and
chemotactic cytokines, inducing cell infiltration and amplification of the
inflammatory response (Kramer et al., 2008; McCall et al., 2008a,
2008b). PH is one of the most serious complications that can occur in
dogs with heartworm disease and for this reason many studies have
focused on its diagnosis and assessment, mainly by using diagnostic
imaging or serological techniques (Venco et al., 2014b; Carreton et al.,
2017; Serrano-Parreno et al., 2017a).

These vascular and inflammatory alterations have also been
observed through the existence of an acute phase response in dogs with
heartworm (Venco et al., 2014a; Méndez et al., 2014, 2015; Carreton
et al., 2017). It was reported that some positive and negative acute phase
proteins (APP) were pathologically increased or decreased, respectively,
in those dogs with PH, both at the time of diagnosis and at the end of
adulticide treatment (Venco et al., 2014a; Carreton et al., 2017). These
studies showed the possibility that APP, especially C-reactive protein
(CRP), could be used to stage and monitor heartworm disease in dogs
and that could also serve as an early biomarker of PH.

Endothelin-1 (ET-1) is a biomarker that has also been shown to be
useful in detecting the presence of PH in dogs, both in heartworm dis-
ease and in other pathologies (Barman and Isales, 1998; Uchide and
Saida, 2005; Hanazono et al., 2016). ET-1 is a powerful vasoconstrictor
and promoter of cell proliferation, causing chronic structural changes
that lead to cardiopulmonary tissue remodelling and, therefore, a pro-
moter of the development of PH in dogs and humans (Galie et al., 2004;
Shao et al., 2011). Furthermore, it has been observed that ET-1 con-
centrations strongly correlated with the severity of PH (Rubens et al.,
2001; Chester and Yacoub, 2014).

Adiponectin is a factor derived from adipocytes that exists in high
concentrations in serum and presents systemic vascular anti-
inflammatory and protective properties (Ouchi and Walsh, 2007;
Villarreal-Molina and Antuna-Puente, 2012). Previous studies have re-
ported that adiponectin has shown an important role in inflammation
and remodelling of the pulmonary vasculature and the development of
PH in animal models (Matsuda et al., 2002; Medoff et al., 2009; Weng
et al., 2010). For this reason, the evaluation of this biomarker is pro-
posed in this study.

Previous studies have shown that PH persists in dogs with heartworm
disease, at least up to 10 months after the end of adulticide treatment,
demonstrating that this endarteritis may not be reversible after the
removal of the parasites (Falcon-Cordon et al., 2019). Thus, given the
severity and high prevalence of PH in dogs with heartworm, it would be
of interest to carry out more studies focused on the diagnosis andfollow-
up of PH in these dogs. Therefore, the objective of this study wasto
evaluate the serum concentrations of different positive APP [CRP,
(haptoglobin and ferritin) and negative APP albumin and paraoXonase-1
(PON-1)], as well as ET-1 and adiponectin, in dogs infected by D. immitis
to evaluate their usefulness as diagnostic biomarkers of vascular damage
and PH, and their progression throughout therapy up to 6 months after
the end of adulticide treatment.

2. Materials and methods

The study included 25 heartworm-infected dogs living in a hyper-
endemic area of D. immitis (Montoya-Alonso et al., 2016, 2020). None of
the animals had received previous treatment for heartworm infection. A
complete record was kept for each animal, including identification (age,
sex, and breed), clinical history and demographic data. A complete
anamnesis and examination was performed on each patient to rule out
the presence of other pathologies that could affect the results; animals
with concomitant diseases were excluded from the study. Their body
condition was determined based on the nine-scale body condition
scoring system, with 1 corresponding to underweight and 9 to obesity
(Laflamme, 1997). All were positive to circulating D. immitis antigens
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Dirofilaria®, Urano Vet SL, Barcelona, Spain).

The infected dogs were subjected to adulticide treatment following
the treatment protocol recommended by the international Heartworm
Societies, applying the recently proposed modifications (European So-
ciety of Dirofilariosis and Angiostrongylosis, 2017; American Heart-
worm Society, 2018; Carreton et al.,, 2019). In summary, on day o the
dog is diagnosed and begins the administration of doXycycline (10 mg /
kg BID) for 4 weeks and the monthly preventive against heartworm in
oral tablets based on ivermectin ( 6:mcg/kg of ivermectin and 5 mgAkg
of pyrantel pamoate). On days 30, 60 and 61 the dog is treated with
intramuscular doses of melarsomine (2.5 mg / kg). On day 9o, thedog is
examined and discharged if no abnormalities are found (echo-
cardiographic presence of adult parasites, radiographic abnormalities or
cardiorespiratory symptoms). On day 270, 6 months after patient
discharge, adulticidal efficacy was confirmed with an antigen detection
test. EXercise restriction is recommended throughout treatment, espe-
cially from the first dose of melarsomine until the day of discharge.

On the day of diagnosis (day 0), at the end of the treatment (day 90),
and 6 months after discharge (day 270), the dogs were subjected to an
echocardiographic examination using an ultrasound equipment with
spectral and colour Doppler and multi-frequency probes (5.5-10 MHz)
(Logic P5, General Electric, New York, United States). The presence or
absence of PH was determined using the Right Pulmonary Artery
Distensibility Index (RPAD Index) as previously described (Venco et al.,
2014b; Visser et al., 2016; Serrano-Parreno et al., 2017a). The presence
of visible adult worms in the pulmonary arteries and the right heart
chambers was also assessed by echocardiography. Dogs were further
evaluated for the presence or absence of microfilariae using a modified
Knott test.

Blood was drawn from the cephalic vein of each animal on day o, day
90, and day 270, to measure CRP, haptoglobin, ferritin, albumin, PON-1,
adiponectin, and ET-1. Blood was collected in tubes without anticoag-
ulant, serum was obtained and frozen (—20 °C) until analysis. CRP
concentrations were measured using a human immunoturbidimetric test
(CRP OSR 6147 Olympus Life and Material Science Europe GmbH, Lis-
meehan, O'Callaghan Mills, Co. Clare, Ireland), haptoglobin concen-
trations were measured using a colorimetric method (haptoglobin kit
Trideltaphase range, Tridelta Development Ltd.), albumin was deter-
mined using a bromocresol green reagent [Albumin OSR 6102 Olympus
Life and Material Science Europe GmbH (Irishbranch) Lismeehan,
O'Callaghan's Mills, Co. Clare, Ireland], PON-1 activity was determined
using p-nitrophenyl acetate as substrate, and ferritin concentrations
were measured using an immunoturbidimetric assay with polyclonal
anti-human ferritin antibodies (Tina-quant Ferritin, Boehringer Man-
nheim, Germany). For the determination of adiponectin, the commer-
cially available canine sandwich ELISA (Canine Adiponectin ELISA Kit;
Millipore, St. Charles, Missouri, USA) was used. ET-1 was determined by

using the kit Endothelin (1__21) EIA (ALPCO Diagnostics, Windham,
NH). All techniques had been previously validated for use in dogs
(Prosek et al., 2004; Caldin et al., 2009; Martinez-Subiela and Ceron,
2005; Tvarijonaviciute et al., 2010, 2012; Martinez-Subiela et al., 2014).
The results were analysed using the SPSS Base 22.0 software for
Windows. The non-parametrical Mann-Whitney U test was used to
compare results obtained for dogs negative and positive to heartworm
disease and also for the comparison between diseased dogs with PH and
without PH. WilcoXon signed rank test was used to compare the results
obtained for the different analytes at three different times (day o - day
90 - day 270). In all cases, a p value < 0.05 was determined as
significant.

For this study, no ethical approvals were required, since all blood
samples were routinely collected for official diagnostic and monitoring
purposes and subsequently made available to this study. The study was
carried out in accordance with the current Spanish and European
legislation on animal protection.

using a commercial immunochromatographic test kit (Urano test
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3. Results

Of the dogs that participated in the study, 15 (60%) were female and
10 (40%) were male, with an age between 2 and 10 years (mean: 4.3
years) and an average body condition of 4.3. The modified Knott test
showed 12 (48%) dogs with circulating microfilariae. Absence or pres-
ence of PH, as well as PH severity, was based on the determination of the
RPAD index, and an index < 29% was correlated with PH (Visser et al.,
2016). On day o of the study, 11 (44%) of the dogs had PH with a mean
RPDA index of 21.6%.

All dogs tolerated adulticide treatment with no adverse reactions or
showing mild symptoms which did not require treatment or close
monitoring. At the end of the treatment (day 90), all the dogs presented
absence of microfilariae and no worms were visualised by echocardi-
ography in any of the studied dogs. Animals presented an average body
condition of 5.4. Moreover, 11 (44%) presented PH with a mean RPAD
index of 21.9%. SiX months after discharge (day 270), all dogs had a
negative antigen test; furthermore, the absence of microfilariae in the
Knott test and adult worms in the echocardiographic study persisted. PH
was present in 12 (48%) of them, with a mean RPAD of 22% while their
average body condition was 5.2. No significant differences were found in
body condition between dogs with PH and dogs without PH on day o, 90
and 270.

The results obtained in the serological measurements can be seen in
Table 1. On day o of the study, the concentrations of the APP CRP and
ferritin were significantly above the reference values (p 0.0a1 for both),
and the concentrations of albumin and PON-1 were significantly

Table 1
Serum concentrations of the different biomarkers studied, in the total number of

dogs evaluated, and divided according to the presence or absence of pulmonary
hypertension. Results expressed as mean + standard deviation.
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below the reference values (p @.002 andp =000, respectively). Only the
haptoglobin concentrations, although increased, did not differ
significantly from the reference values.

Figs. 1and 2 shows the evolution of the APP studied throughout the
study. On day 90, only albumin presented concentrations similar to the
reference values; the concentrations of CRP (p = 0.002), haptoglobin (p
= 0.009) and ferritin (p= 0.002) remained increased, while the con-
centrations of PON-1 remained significantly low (p = 0.000). When
compared to day o, a marked decrease in CRP and an elevation in

haptoglobin were observed (p= 0.006 for both); the rest of the APP
studied did not show statistically significant differences with respect to
the concentrations obtained on day o.

On day 270 it was observed that ferritin remained above (p= 0.006)
and PON-1 below (p 6.000) reference values. On the other hand, al-
bumin also appeared significantly increased (p 0.014).=When compared
to the concentrations obtained on day 9o, there were statis- tically
significant differences in the concentrations of albumin (p 0.031)
andhaptoglobin (p  0.023), while the concentrations of the rest of the
APP evaluated remained at similar values.

When the dogs were evaluated according to whether or not they
presented PH, it was observed that throughout the entire study, only
increased CRP concentrations on day o (p ©.044), the day of discharge(p
0.038) and 6 months later (p 0:03), as well as decreased albumin
concentrations the day of discharge (p=0.038), showed significant
differences between both groups.

On the other hand, adiponectin and ET-1 concentrations did not vary
throughout the 3 time point measurements (Fig. 2). Likewise, adipo-
nectin concentrations did not show significant variations between dogs
with presence or absence of PH in any of the measurements. However, in
the case of ET-1, concentrations were significantly higher in dogs that
presented PH on day o (p = 0.001), day 90 (p = 0.001) and day 240

(p = 0.007).

4. Discussion

Previous studies have already shown the existence of an acute

response in dogs with heartworm disease before beginning the treat-
ment, probably caused by the vascular inflammation that occurs during

the pathogenesis of this disease. Thus, previous results showed eleva-

tions of the positive APP CRP and decrease of the negative APP PON-1
and albumin (Méndez et al., 2014, 2015). The results obtained in this

study support those previously obtained, consolidating the study of APP
as useful markers in heartworm disease. In the case of haptoglobin, a

paradoXical decrease has always been observed in canine heartworm
attributed to the possible presence of haemolytic anaemia (Meéndez
et al., 2014, 2015); although in this study is not statistically significant,

the decrease is still observed. . . .
Ferritin was evaluated for the first time in canine heartworm. The

results show that the concentrations of this positive APP were also

increased in canine heartworm disease, showing a moderate increase
(2-3 times greater than the upper reference value). Ferritin is a ubiq-
uitous iron storage protein and considered as an APP although the

precise mechanism underlying increases in serum ferritin is not well
understood (Torti and Torti, 2002; Mahroum et al., 2022). Ferritin has

been studied in other parasitic diseases, such as Leishmania, in which

hyperferritinemia ~ was found (Martinez-Subiela et al, 2014;

Biomarkers Animals Day o Day 90 Day 270
CRP (kg/mL) Total dogs 18.3 7.2 £7.7 47 %45
14.2
Pulmonary 24.6 + 10.2 * 10 6.5% 5.9
hypertension 15.9
Normotense 13.3 + 4.9 = 4.5 3.1 %18
10.8
Haptoglobin Total dogs 233.2 + 319.1 * 229.4 +
(mg/dL) 153.1 131.6 159.4
Pulmonary 248.1 + 338.3 265.9 £
hypertension 158.8 126.1 169.4
Normotense 221.6 + 303.9 195.7 =
153.4 138.5 148.2
Ferritin (1g/L) Total dogs 242.7 + 186.2 + 170.9 *
221.6 80.4 71.3
Pulmonary 274.6 + 1784 * 153.6 *
hypertension 203.7 103.1 58.5
Normotense 217.6 192.3 186.8 +
239.3 60.5 80.3
PON1 (IU/mL) Total dogs 1.7 £ 0.4 1.8 £ 0.5 1.9 £ 0.5
Pulmonary 1.6 £ 0.5 1.9 + 0.6 2.0% 0.4
hypertension
Normotense 1.7+ 04 1.7+ 04 1.9 * 0.5
Albumin (g/dL) Total dogs 2.8 £ 0.3 2.9+ 0.4 3.2 + 0.5
Pulmonary
hypertension 2.9 £ 0.3 3.1 %03 3.3 % 0.2
Adiponectin (1g/ Normotense 2.8 + 0.3 2.7 + 0.6 3.1 % 0.7
Total dogs 17.3 £ 14.8 * 9.4 18 + 11.5
L)
Pulmonary 16.4
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On the day or discharge, the behaviour of the APPs was similar to
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Endothelin (pg/
mL)

hypertension

Normotense

Total dogs

Pulmonary

hypertension

Normotense

15.9 +
18.6

18.3 £

15.2
333t
34.6

52.5%
35-1

18.3

14.7 = 8.0

14.8 +

10.7
335 %
31.7

58.8
29.5
13.7
14.6

16 + 8.2

19.8 =

14.0
37.2 £
393
55.0 =
395
20.8 %

32.5
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previous studies, in which significant changes were observed in CPR and

haptoglobin, including the paradoXical increase in haptoglobin at the

end of adulticide treatment (Mendez et al., 2015; Carreton et al., 2017)
and, except for albumin, values significantly different from the reference
values persisted. Regarding ferritin, the increased values persisted.

These results show the persistence of vascular inflammation caused by

the presence of the parasite; furthermore, thromboembolic processes
may still be occurring.
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Fig. 1. Serum concentrations of albumin, C-reactive protein, haptoglobin and PON-1 on day 0, day 90 and day 270. The boX plots represent median (solid horizontal
lines within boXes), 25th and 75th percentiles (boxes) and minimum and maximum values (whiskers). (*): significant differences between groups.

The alterations in ferritin and PON-1 persisted on day 270, indicating
that there is still a constant inflammatory component 6 months after the
patient is discharged. Noting that remodelled pulmonary arteries often
demonstrate inflammation (Farber and Loscalzo, 2005), and that the
vascular changes seem to be chronic and not reversible in heartworm-
treated dogs (Serrano-Parreno et al., 2017b; Falcon-Cordon et al., 2019),
the measurement of APP could be useful to evaluate these patients in the
long term. It is the first time that APP have been evaluated in dogs several
months after the end of the treatment, so it would be necessary to carry
out more studies to determine the repetition of theseresults.

When the results were evaluated based on the presence or absence of
PH, it was observed that CPR appeared significantly higher in dogs with
PH, as previously described (Venco et al., 2014a; Carreton et al., 2017).
Furthermore, it has also been observed that on the day of discharge, dogs
that had PH showed significant increases in CRP concentrations, also
previously described (Carreton et al, 2017; Serrano-Parrefio et al.,
2017b), which is indicative of persistence of the vascular damage one
month after the end of the adulticide treatment. Moreover, despite CRP
concentrations were within the reference values on day 270, it was
observed that the CRP remained significantly elevated in hypertensive
dogs.

Adiponectin is a known modulator of pulmonary vascular remodel-
ling (Medoff, 2013), and various studies have shown that there is an
enhanced inflammation and vascular remodelling in the vasculature in
animal models with adiponectin deficiency, suggesting that adiponectin
deficiency could play a role significant in the development of arterial
remodelling and PH (Matsuda et al., 2002; Medoff et al., 2009; Weng et
al., 2010). However, association between plasma adiponectin levels and
PH had not been studied in canine heartworm. Moreover, is an in-
flammatory cytokine and is involved in the modulation of inflammation
and the immune response (Berg and Scherer, 2005) acting as a negative

APP during inflammatory conditions (Tvarijonaviciute et al., 2011). In
this study, no difference was observed in adiponectin concentrations
between dogs with or without PH, nor significant evolution in time.
Since there were no significant differences in the body condition of the
dogs with or without PH, the influence of obesity on the results can be
ruled out, so the results obtained suggest that this biomarker has limited
utility in this disease.

ET-1 concentrations did not vary significantly throughout treatment;
however, in all time points a significant increase was detected in dogs
with PH. Another previous study determined the usefulness of ET-1 to
detect PH in canine heartworm (Uchide and Saida, 2005). The results of
this study seem to corroborate the convenience of this biomarker in
determining PH, and suggest that ET-1 plays an important role in the
pathophysiology of canine heartworm as an aggravating factor by
inducing PH. The presence of ET-1 in dogs with heartworm may be the
result of the immunological reaction against the parasite, with the
release of cytokines, as well as hypoXia and physical stress due to their
presence which would consequently cause PH (Barton and Yanagisawa,
2019). As discussed before, previous studies carried out by diagnostic
imaging techniques have shown that PH persists in the patient once the
parasite has been 2017b;
Falcon-Cordon et al., 2019); therefore, it is possible that the ET-1 values
had remained constant in these animals even after elimination of the
parasites. Therefore, this biomarker may be useful in the clinical eval-
uation of PH in heartworm. To know the true usefulness of this
biomarker, it is necessary to carry out more studies assessing this
biomarker, and comparing it with reference values in healthy animals.

eliminated (Serrano-Parreno et al,

In conclusion, the results suggest the persistence of vascular damage
in dogs in the long term after finishing treatment, so that persistent PH
could be the clinical manifestation observed in dogs with more severe
vascular alterations (Serrano-Parreno et al., 2017b; Falcon-Cordon et al.,
2019). The alterations in some APP confirm that heartworm disease has
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Fig. 2. Serum concentrations of ferritin, adiponectin and endothelin-1 on day o,
day 90 and day 270. The boX plots represent median (solid horizontal lines within
boxes), 25th and 75th percentiles (boxes) and minimum and maximum values
(whiskers). (*): significant differences between groups.

a strong inflammatory component and that part of the inflammatory
component of the disease is likely to persist for at least 6 months after
discharge, whether or not there is PH. In addition, the persistence of PH
previously described by diagnostic imaging techniques is confirmed
serologically with the presence of higher levels of endothelin-1 and,
possibly, higher concentrations of CRP. So, the clinical use of these
biomarkers could play an important role in the early evaluation of the
disease, as well as for the determination of disease severity, monitoring
therapeutic responses, and predicting outcomes of these patients.
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CONCLUSIONES

1. Los resultados muestran la utilidad potencial del ratio PT:Ao (tronco pulmonar: aorta),
utilizando las relaciones PT:A0A (tronco pulmonar: aorta ascendente) o PT:AoD (tronco
pulmonar: aorta descendente), para diagnosticar hipertensién pulmonar de moderada a
grave en perros con dirofilariosis cardiopulmonar. Aunque el indice de distensibilidad de
la arteria pulmonar derecha sigue siendo el método estdndar de eleccion para el
diagndstico de hipertension pulmonar en estos pacientes, los perros sometidos a una
tomografia axial computarizada (TAC) por cualquier otra indicacién clinica, podrian
beneficiarse del estudio y estandarizacion de la relacion PT:Ao. Sin embargo, se necesitan
mas estudios con un mayor nimero de animales para evaluar e identificar si los
parametros de TAC estudiados tienen utilidad clinica para el diagnostico precoz de

hipertension pulmonar en perros con dirofilariosis.

2. Las determinaciones ecocardiograficas del indice de distensibilidad de la arteria
pulmonar derecha y otros indicadores ecocardiograficos en perros con dirofilariosis
cardiopulmonar apuntan a una falta de mejoras significativas en el dafio que se produce
en las arterias pulmonares en perros una vez eliminados los parésitos mediante los
protocolos adulticidas recomendados, al menos hasta 10 meses después de la eliminacion

de los vermes, lo que podria indicar que el dafio vascular es irreversible.

3. Las concentraciones obtenidas en las proteinas de fase aguda estudiadas sugieren la
persistencia del dafio vascular en perros a largo plazo tras finalizar el tratamiento, por lo
que la hipertension pulmonar persistente podria ser la manifestacidn clinica observada en
perros con alteraciones vasculares mas severas. Las alteraciones en algunas proteinas de
fase aguda confirman que la dirofilariosis tiene un fuerte componente inflamatorio y que
parte del componente inflamatorio de la enfermedad es probable que persista al menos 6
meses después del alta, haya o no hipertension pulmonar. Ademas, la persistencia de esta
hipertension pulmonar se confirma serolégicamente con la presencia de niveles
significativamente mas altos de endotelina-1 y, posiblemente, concentraciones mas altas

de proteina C-reactiva. Por lo tanto, el uso clinico de estos biomarcadores podria
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desempefiar un papel importante en la evaluacién temprana de la enfermedad, asi como
para la determinacion de la gravedad de la enfermedad, el seguimiento de las respuestas
terapéuticas y la prediccion de los resultados de estos pacientes.
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RESUMEN

La hipertension pulmonar (HP) es una condicion frecuente, grave Yy
potencialmente fatal, que sucede en perros con dirofilariosis (Dirofilaria immitis). Se
produce como consecuencia cronica de la endarteritis pulmonar proliferativa que causa
la presencia de los parasitos adultos en las arterias pulmonares. En la actualidad, su
diagnostico se lleva a cabo mediante técnicas de diagnéstico por imagen, siendo la
ecocardiografia considerada la técnica de eleccién. Si bien todavia se esté estudiando los
indices més sensibles y especificos para su determinacién en perros con dirofilariosis,
hasta la fecha se considera que el indice de distensibilidad de la arteria pulmonar derecha
(DAPD) es uno de los indices ecocardiograficos mas sensibles para su deteccion
temprana; ademas, se estan estudiando otros meétodos diagndsticos complementarios,
como otras técnicas de diagndstico por imagen y algunos biomarcadores serologicos, que
han recogido resultados muy prometedores hasta la fecha. Por otro lado, no existen
estudios que evallUen la reaccion de la vasculatura pulmonar una vez que los paréasitos han
sido eliminados. Por ello, el objetivo de esta tesis fue determinar la validez y utilidad de
la tomografia axial computarizada (TAC) atraves de la medicion del ratio TP:Ao (tronco
pulmonar: aorta), para detectar la presencia y severidad de HP en perros con D. immitis,
asi como determinar la correlacion entre los ratios TP:AoD (tronco pulmonar: aorta
descendente) y TP:AoA (tronco pulmonar: aorta ascendente). Ademas, se propuso
evaluar el indice DAPD, junto con otros parametros ecocardiograficos, en perros 10
meses después de la Gltima dosis del tratamiento adulticida para determinar los cambios
en la presion pulmonar y, por tanto, la progresion de la endarteritis pulmonar en dichos
pacientes. Asimismo, se plante6 evaluar las concentraciones séricas de proteinas de fase
aguda positivas (proteina C-reactiva, haptoglobina y ferritina), negativas (albdmina y
paraoxonasa-1), adiponectina y endotelina-1, para determinar su progresion a lo largo del
tratamiento adulticida hasta seis meses después de finalizar el mismo, asi como valorar
su utilidad diagnostica como biomarcadores de HP en perros con dirofilariosis. Para ello,
se evalué la presencia y gravedad de HP en 59 perros (30 perros sanos Yy 29 diagnosticados
de dirofilariosis) mediante la medicion de los ratios TP:Ao, TP:AoD y TP:A0A a partir
de imagenes obtenidas mediante TAC, y comparandolos con el indice DAPD obtenido

mediante ecocardiografia. Ademas, para estudiar la presencia, gravedad y evolucion de
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HP, también se determinaron varios indices ecocardiograficos (indice DAPD, TAPSE,
grosor de pared de ventriculos izquierdo y derecho, ratio arteria pulmonar: aorta, volumen
de auriculas izquierda y derecha, tiempos de aceleracion y eyeccién de flujo pulmonar y
velocidad pico del flujo pulmonar) en 23 perros con D. immitis sometidos a tratamiento
adulticida, realizando las mediciones el dia del inicio del tratamiento, el dia del alta y 10
meses tras el alta. Finalmente, se determind ecocardiograficamente la presencia o
ausencia de HP mediante el indice DAPD y se midieron las concentraciones de proteinas
de fase aguda positivas (proteina C reactiva, haptoglobina, ferritina), negativas (albdmina,
paraxonasa-1), endotelina-1 y adiponectina en 25 perros con D.immitis al inicio del
tratamiento, el dia del alta y 6 meses tras finalizar el tratamiento. Los resultados mostraron
una alta correlacion entre los indicadores de HP obtenidos mediante ecocardiografia y los
obtenidos mediante TAC, asi como una buena correlacion entre los ratios TP:AoD y
TP:A0A. Sin embargo, los resultados también mostraron que el indice DAPD sigue
siendo el indicador mas fiable para la deteccion de HP leve en estos pacientes y continla
siendo el método de eleccion. Por otro lado, los resultados también mostraron que las
diferencias en el indice DAPD Yy, por tanto, la endarteritis, no variaron significativamente
10 meses después de la muerte de los parasitos. Esto sugiere que, una vez que se ha
desarrollado la endarteritis, los cambios vasculares son cronicos y pueden no ser
reversibles. Estos resultados se vieron corroborados por la evaluacion de proteinas de fase
aguda, que mostraron la existencia de una respuesta de fase aguda en perros con
dirofilariosis al inicio del tratamiento, al finalizar el mismo y que persistia 6 meses mas
tarde. Ademas, la proteina C-reactiva estaba incrementada significativamente en perros
con HP en todas las mediciones llevadas a cabo. Si bien la medicién de adiponectina no
ofrecié ningun resultado relevante, la medicion de endotelina-1 demostré diferencias
significativas entre los perros hipertensos y normotensos en todas las mediciones, lo que
corrobora la conveniencia de este biomarcador en la determinacion de HP. En conclusion,
los estudios demuestran la gran utilidad de los biomarcadores seroldgicos y técnicas de
diagndstico por imagen, como la ecocardiografia y la TAC, para valorar la presencia y
gravedad de HP en pacientes infectados con D. immitis. Ademas, se demuestra que la
endarteritis y, por tanto, la HP en los casos mas graves, persisten en los perros tras la
resolucién de la infeccidn, al menos hasta 10 meses después. La HP es una consecuencia
grave y frecuente en perros con dirofilariosis; por ello, es necesario continuar los estudios

enfocados a mejorar las técnicas de diagndstico temprano que permitan una intervencion
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precoz, asi como a estudiar las consecuencias de esta infestacion a largo plazo en los

animales tratados.

Palabras clave: Dirofilaria immitis, dirofilariosis cardiopulmonar canina, hipertension
pulmonar, ecocardiografia, proteinas de fase aguda, endotelina, adiponectina, indice de
distensibilidad de arteria pulmonar, tomografia axial computarizada.
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SUMMARY

Pulmonary hypertension (PH) is a common, serious and potentially fatal condition
that occurs in dogs with heartworm (Dirofilaria immitis). It occurs as a chronic
consequence of proliferative pulmonary endarteritis caused by the presence of the adult
parasites in the pulmonary arteries. Currently, its diagnosis is carried out by means of
imaging techniques, with echocardiography being considered the technique of choice.
Although the most sensitive and specific indices for its determination in dogs with
heartworm are still being studied, to date it is considered that the right pulmonary artery
distensibility index (RPDA) is one of the most sensitive echocardiographic indices for its
early detection; in addition, other complementary diagnostic methods are being studied,
such as other imaging techniques and some serological biomarkers, which have gathered
very promising results to date. On the other hand, there are no studies that evaluate the
reaction of the pulmonary vasculature once the parasites have been eliminated. Therefore,
the aim of this PhD thesis was to determine the validity and usefulness of computed axial
tomography (CT) through the measurement of the PT:Ao ratio (pulmonary trunk: aorta),
to detect the presence and severity of PH in dogs with D. immitis, as well as to determine
the correlation between PT:DAo (pulmonary trunk: descending aorta) and PT:AA0
(pulmonary trunk: ascending aorta) ratios. In addition, the evaluation of the RPDA index
and other echocardiographic parameters is proposed in dogs 10 months after the last dose
of adulticide treatment to determine the changes in pulmonary pressure and, therefore,
the progression of pulmonary endarteritis in these patients. Likewise, the evaluation of
serum concentrations of positive acute phase proteins (C-reactive protein, haptoglobin
and ferritin), negative (albumin and paraoxonase-1), adiponectin and endothelin-1 was
proposed, to determine their progression throughout the adulticide treatment until 6
months after finishing it, as well as to assess its diagnostic utility as biomarkers of PH in

dogs with heartworm.

For this purpose, the presence and severity of PH in 59 dogs (30 healthy dogs and
29 with dirofilariasis) was evaluated by measuring PT:Ao, PT:DAo and PT:AAo0 ratios
from images obtained by CT, and comparing them with the RPDA index obtained by

echocardiography. In addition, to study the presence and severity of PH, several
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echocardiographic indices (RPDA index, TAPSE, left and right ventricular wall
thickness, pulmonary artery:aorta ratio, left and right atrial volume, pulmonary flow
acceleration and ejection times, and peak pulmonary flow velocity) were also determined
in 23 dogs with D. immitis subjected to adulticide treatment, with measurements taken on
the day of initiation of treatment, the day of discharge, and 10 months after discharge.
Finally, the presence or absence of PH was determined echocardiographically using the
RPDA index and the concentrations of positive (C-reactive protein, haptoglobin, ferritin),
negative (albumin, paraxonase-1), endothelin-1 and adiponectin acute phase proteins
were measured in 25 dogs with D.immitis at the beginning of treatment, on the day of
discharge and 6 months after the end of treatment. The results showed a high correlation
between HP indicators obtained by echocardiography and those obtained by CT, as well
as a good correlation between PT:DAo and PT:AAo0 ratios. However, the results also
showed that the RPDA index remains the most reliable indicator for the detection of mild
PH in these patients and continues to be the method of choice. On the other hand, the
results also showed that the differences in the RPDA index, and thus endarteritis, did not
significantly vary 10 months after parasite death. This suggests that, once endarteritis has
developed, vascular changes are chronic and may not be reversible. These results were
corroborated by the evaluation of acute-phase proteins, which showed the existence of an
acute-phase response in dogs with heartworm at baseline, at the end of treatment, and
persisting 6 months later. In addition, C-reactive protein was significantly increased in
dogs with PH in all measurements performed. While adiponectin measurement did not
provide any relevant results, endothelin-1 measurement demonstrated significant
differences between hypertensive and normotensive dogs in all measurements, which
corroborates the appropriateness of this biomarker in the determination of PH. In
conclusion, the studies demonstrate the great utility of serological biomarkers and
imaging techniques, such as echocardiography and CT, in assessing the presence and
severity of PH in patients infected with D. immitis. In addition, it is shown that
endarteritis, and therefore PH in the most severe cases, persists in dogs after resolution of
the infection, at least up to 10 months later. PH is a serious and frequent consequence in
dogs with heartworm; therefore, it is necessary to continue studies focused on improving
early diagnostic techniques that allow early intervention, as well as to study the long-term

consequences of this infestation in treated animals.
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Key words: Dirofilaria immitis, canine heartworm, pulmonary hypertension,
echocardiography, acute phase proteins, endothelin, adiponectin, right pulmonary artery

distensibility index, axial computed tomography.
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