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Abstract

Las recomendaciones actuales de las sociedades internacionales de dirofilarosis canina
recomiendan la administracion de 10 mg/kg cada 12 horas durante 28-30 dias para
eliminar Wolbachia pipientis, bacteria endosimbionte asociada al parasito Dirofilaria
immitis, que juega un importante papel pro-inflamatorio en la dirofilariosis canina. Sin
embargo, existen indicios de que la mitad de la dosis podria ser suficiente a pesar de la
ausencia de estudios que validen esta dosis, el cual fue el objetivo de este estudio. Para
ello, se incluyeron 20 perros infectados por D. immitis. Estos animales fueron divididos
en dos grupos: Grupo A (n=10) al que se les administré doxiciclina a 10 mg/kg/12 horas
y el Grupo B (n=10) al que se les administro a 5 mg/kg/12 horas durante 28-30 dias. Se
obtuvieron muestras sanguineas de todos ellos antes de iniciar el tratamiento (dia 0) y al
finalizar el tratamiento con doxiciclina (dia 30) para determinacion de los biomarcadores
de inflamacién Proteina C Reactiva (PCR) y cortisol basal. Los resultados obtenidos en
dia 0 mostraron valores patologicos de PCR en los perros, al igual que mostrado en
estudios previos. Igualmente, los valores de cortisol en dia 0 estaban anormalmente
elevados. En dia 30, los valores de PCR y cortisol descendieron significativamente en
ambos grupos (p<0,05) sin existir diferencias significativas en los valores de estos
biomarcadores entre ambos grupos, lo que podria indicar que ambas dosis de doxiciclina
habrian sido igualmente eficaces en la eliminacion de Wolbachia. Estos resultados
podrian ser indicativos de que la administracion de 5 mg/kg/12 horas de doxiciclina
podria ser suficiente para controlar las poblaciones de W. pipientis en perros con
dirofilariosis antes de iniciar el tratamiento adulticida; sin embargo, son resultados
preliminares que invitan a realizar mas estudios con un mayor numero de animales.

Introduccion

La dirofilariosis cardiopulmonar es causada por el nematodo Dirofilaria immitis. Afecta
principalmente a carnivoros domésticos y salvajes y es considerada una enfermedad
endémica de las Islas Canarias (1). La gran mayoria de pardsitos pertenecientes a la
Superfamilia Filariidae presenta una relacion simbionte con la bacteria Wolbachia
pipientis (2). Esta bacteria se localiza en los cordones laterales de los gusanos adultos, asi
como en la microfilarias y en las etapas larvarias de D. immitis. En las hembras, ademas,
se encuentran en el tracto reproductivo lo que facilita su transmision a la descendencia.
W. pipientis provoca una fuerte reaccion inflamatoria asociada a la enfermedad, tanto en
perros como en gatos (3). Previamente, autores han determinado técnicas para la
determinacion serologica de anticuerpos especificos (IgG) frente a Wolbachia Surface
Proteins (WSP) que han permitido su deteccion en los animales infectados (4).



La doxiciclina se considera el tratamiento de eleccion para reducir la carga de este
microorganismo, con el objetivo de disminuir la reaccion inflamatoria durante el
tratamiento adulticida (5). Actualmente, la dosis recomendada establecidas por
protocolos internaciones es de 10 mg/kg/12 horas durante 30 dias, aunque existen
estudios que han demostrado que la dosis a 5 mg/kg/12 horas podria ser igualmente eficaz

(6).

La respuesta de fase aguda es una reaccion inflamatoria que ocurre poco después de
cualquier lesion tisular. Esta respuesta induce cambios en la concentracion de proteinas
plasmaticas llamadas proteinas de fase aguda (PFA), entre ellas se encuentra aquellas que
se ven aumentadas durante el dafio, como la proteina C reactiva (PCR), el factor amiloide
o la haptoglobina, entre otras. Concretamente, la PCR y el cortisol son proteinas de fase
aguda que aumentan durante la infeccion producida por D. immitis (7,8). Asi, este estudio
pretende comprobar la efectividad de la doxiciclina a diferentes concentraciones a través
de la medicion de los niveles séricos de PCR y cortisol en perros infectados por D. immitis
al inicio y fin del tratamiento con el antibiotico.

Material y Método

Se incluyeron 20 perros infectados por D. immitis que acudieron al Hospital Clinico
Veterinario de la Universidad de las Palmas de Gran Canaria entre septiembre de 2020 y
septiembre de 2021. Se obtuvo un registro completo de cada animal incluyendo
identificacion, nombre, edad, sexo, raza, habitat, cédigo postal, sintomatologia que
presentan al inicio del tratamiento, evaluacion ecocardiografica y una analitica general.
Los criterios para participar en este estudio fueron ser animales positivos a la prueba de
antigenos frente a D. immitis y que no hubieran iniciado ningln tratamiento especifico
frente al parasito.

El diagnostico se llevo a cabo utilizando un kit de prueba inmunocromatografica
comercial de deteccion de antigenos (Uranotest Dirofilaria, Urano Vet SL, Barcelona).
Los perros incluidos en el estudio fueron divididos en dos grupos aleatoriamente. Por un
lado, el Grupo A (n=10) al que se les administr6é doxiciclina a 10 mg/kg/12 horas y el
Grupo B (n=10) al que se les administro a 5 mg/kg/12 horas. Ademas, todos los perros
recibieron una dosis oral de lactonas macrociclicas en el dia inicial del tratamiento
(ivermectina a 6 mg/kg). Todos los pacientes toleraron el tratamiento sin reacciones
adversas ni efectos secundarios.

Para la determinacion de la PCR vy el cortisol basal se obtuvieron muestras sanguineas de
todos los animales mediante venopuncion de la vena cefélica y posterior obtencion de
suero. El andlisis de la muestra se realizd mediante inmunocromatografia VCHECK
(Bionote, Minnesota, USA). El valor de referencia para perros sanos fue proporcionado
por el fabricante, siendo PCR <10 mg/L y cortisol <1.00 pg/dL. La determinacién de
ambos parametros se llevd a cabo al inicio del tratamiento (dia 0, diagndstico) y al
finalizar el tratamiento con doxiciclina (dia 30).

Los datos fueron analizados utilizando el software SPSS Base 19.0 para Windows. Se
realizé una prueba de Kolmogorov-Smirnov para verificar la distribucion normal de los
datos. Las variables continuas se expresaron como mediana + desviacion estandar. Las
variables cualitativas se expresaron como porcentaje. Se utilizo la prueba de Chi cuadrado



o la prueba exacta de Fisher para evaluar la asociacion entre variables categéricas. En
todos los casos, se determind un valor de p <0.05 como significativo. Todos los
propietarios dieron su consentimiento para participar en este estudio.

Resultados

Los valores de PCR obtenidos en dia 0 fueron significativamente mas elevados que los
valores de referencia para perros sanos (21,00+£20,76 mg/L), siendo en el Grupo A de
26,66+27,75 mg/L donde el 100% (10/10) presento valores patolégicos. Por otro lado, los
perros del Grupo B presentaron valores de PCR de 15,34+£8,25 mg/L, siendo patologicos
en el 50% de los casos (5/10). Los valores de cortisol en dia 0 también se mostraron
anormalmente elevados (3,63+2,31 pug/dL). Los perros del Grupo A mostraron valores de
3,96 +£1,22 ng/dL, siendo patoldgicos en el 90% (9/10) de los animales; asimismo, el
Grupo B obtuvo valores de cortisol de 3,30 +£1,83 pg/dL, siendo patoldgicamente
elevados en el 80% de los individuos (8/10). Para los dos biomarcadores, existieron
diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos de perros (p<0,05).

En el dia 30, los valores de PCR disminuyeron significativamente (11,104+2,31 mg/L)
(p<0.05), si bien el 30% de los individuos continuaban mostrando valores elevados. Los
niveles de PCR para el Grupo A fueron de 11,35+2,78 mg/l y para el Grupo B de
10,85+1,71 mg/L, no existiendo diferencias estadisticamente significativas entre grupos.
En el caso del cortisol, también existié un descenso significativo de los valores en el dia
30 (2,12+1,55 pg/dL) (p<0,05), si bien el 60% de los animales aln continuaba
presentando valores elevados. Los niveles de cortisol para el Grupo A fueron de
2,02+1,22 pg/dL, y 2,22+1,88 pg/dL para el Grupo B, no existiendo diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos.
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Figura 1: Diagrama de caja mostrando valores de Proteina C reactiva (mg/dl) en el dia 0
de tratamiento (azul) y dia 30 de tratamiento (naranja) para grupo A (doxiciclina a 10
mg/kg/12h) y grupo B (doxiciclina a 5 mg/kg/12h). Los puntos representan los valores
atipicos.
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Figura 2: Diagrama de caja mostrando valores de cortisol (nug/dL) en el dia 0 de
tratamiento (azul) y dia 30 de tratamiento (naranja) para grupo A (doxiciclina a 10
mg/kg/12h) y grupo B (doxiciclina a 5 mg/kg/12h). Los puntos representan los valores
atipicos.

Discusion y conclusion

Los valores elevados de PCR en los perros con dirofilariosis son similares a los obtenidos
previamente y confirman el fuerte componente inflamatorio asociado a la dirofilariosis
(5,9), principalmente provocado por W. pipientis. Esta bacteria endosimbionte produce
una fuerte respuesta inflamatoria a nivel cardiorrespiratorio y también en otros érganos,
como el rifion, debido a la Wolbachia Surface Protein (WSP) y otros componentes
antigénicos que son liberados especialmente tras la muerte de los parasitos adultos, ya sea
de manera natural o secundario al tratamiento adulticida (10,11). Ademas, se muestran
valores patologicos de cortisol en perros con dirofilariosis. El cortisol es una hormona
clave involucrada en la respuesta al estrés y los niveles séricos a menudo se han utilizado
como medida del estrés. Estos resultados son similares a otros estudios que evaluaron el
efecto de varios parasitos en animales y humanos (12,13); mientras que otros estudios
mostraron resultados discrepantes, estos podrian deberse a la poca virulencia de los
parasitos estudiados (14).

Por otro lado, la disminucion de las concentraciones séricas de PCR a dia 30, una vez
finalizado el tratamiento con doxiciclina, fueron similares a lo publicado en estudios
anteriores (6,7). Al igual que senalaron estos autores, el antibidtico produce una
disminucioén sobre las concentraciones de W. pipientis y, por tanto, desaparece una
importante parte del componente inflamatorio caracteristico de la dirofilariosis canina.
En el presente estudio, ademds, no se observaron diferencias significativas entre los
valores de PCR en los dos grupos de perros tratados, por lo que podria concluirse que
ambas dosis de doxiciclina son igualmente eficaces en la reduccioén de la poblacion de
bacterias endosimbiontes.



Ademas, los resultados de este estudio muestran, por primera vez, valores de cortisol tras
30 de tratamiento frente a la infeccion producida por D. immitis, no existiendo datos
previos sobre este parametro. Los resultados muestran que el cortisol disminuye
considerablemente en ambos grupos estudiados, pudiendo ser debido a la desaparicion
significativa de W. pipientis y, por tanto, del alto componente inflamatorio asociado a la
presencia de esta bacteria. Al no existir diferencias significativas entre los valores de
cortisol en ambos grupos de perros, podria concluirse que ambas dosis de doxiciclina han
sido igualmente eficaces.

Tras la finalizacion del tratamiento con doxiciclina, las concentraciones de ambos
biomarcadores continuaron elevados en un porcentaje de animales. Esta persistencia de
valores elevados de PCR ya se ha visto en estudio previos en perros con dirofilariosis
(7,15). En el caso del cortisol, a pesar de eliminar el efecto producido por W. pipientis,
existe una persistencia del dafio vascular producido por los parasitos adultos de D. immitis
(16-18); esto coincide con otros estudios que sefialan que el estrés producido por la
parasitacion genera incrementos en los niveles de cortisol, por lo que es posible que estos
incrementos persistan, asimismo, en perros con dirofilariosis (13,19). Otros estudios han
mostrado que los valores de PCR descienden gradualmente segin se van eliminando los
parasitos adultos (7) por lo tanto, seria necesario evaluar paralelamente como evolucionan
las concentraciones de cortisol una vez eliminados los parasitos adultos, y valorar
asimismo la evolucion de estos biomarcadores en perros que han recibido distintas dosis
de doxiciclina.

Las dosis recomendadas de tetraciclinas para el tratamiento de W. pipientis en un inicio
fueron propuestas por otros autores en 20 mg/kg durante 30 dias, debido a que eliminaba
la poblacion bacteriana dentro del parasito (20). Posteriormente, otros estudios
propusieron dosis inferiores de 10 mg/kg/12h durante 4 semanas con 6ptimos resultados
(21). Sin embargo, se considera necesario continuar con la realizacion de estudios para
optimizar las dosis y duracion adecuadas de este tratamiento debido a varios factores
como la aparicion efectos secundarios al tratamiento con tetraciclinas (22) baja tolerancia
y prevenir la aparicion de cepas resistentes (23,24).

Como conclusion, los biomarcadores de inflamacion estudiados (PCR y cortisol)
disminuyen al finalizar el tratamiento en ambos grupos sin encontrar diferencias
significativas entre las diferentes dosis de doxiciclina, lo que podria ser indicativo de que
ambas dosis de antibiotico podrian tener una eficacia similar en la reduccion de la
poblacion de W. pipientis. Sin embargo, se trata de resultados preliminares ya que se
evaltia un bajo numero de perros. Para confirmar estos resultados, es necesario realizar
estudios posteriores para determinar la dosis y duracion optimas del tratamiento con
doxiciclina.
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