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INTRODUCCION

La infeccion generada por el nematodo Dirofilaria immitis
causa la dirofilariosis cardiopulmonar canina. Otras
sinonimias tales como: enfermedad del gusano del corazén,
verminosis cardiaca o heartworm disease también son
utilizadas. Es destacable que a pesar de que todas éstas
denominaciones indican su localizacién exclusivamente
cardiaca, el parasito en su estado adulto reside
principalmente en las arterias pulmonares del huésped
definitivo, llegando al ventriculo derecho en las fases mas
avanzadas de la enfermedad, y cuando se realizan los
examenes post-mortem es donde se observan los parasitos.

El hospedador definitivo principal de la dirofilariosis
cardiopulmonar, es el perro doméstico, aunque otros
canidos silvestres como zorros, coyotes, y lobos también lo
son y participan como reservorios. Por otro lado, el gato
doméstico y los mustélidos (hurones) son huéspedes
definitivos alternativos. En éstos existe una carga parasitaria
baja y generalmente son amicrofilarémicos.

Existen diferentes especies de mamiferos que actdan como
hospedadores accidentales, entre ellos, osos, mapaches,
felinos silvestres, caballos. En general, estos animales
pueden resultar infectados, aunque en ellos no se produce
microfilaremia y, por lo tanto, no actian como reservorios.
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Cabe destacar que es una zoonosis, y cuando el hombre
resultar infectado, desarrolla un nédulo pulmonar benigno y
generalmente asintomatico, al que se denomina
dirofilariosis pulmonar humana. Por otro lado, es posible
que contribuya a el desarrollo de reacciones alérgicas en

personas residentes en areas endémicas (Pou-Barreto et. al.,
2008).

Esta enfermedad parasitaria es cosmopolita y de
distribucién mundial. Se localiza en zonas con elevada
temperatura y humedad durante, al menos, una parte del
aflo. Aunque, cada vez con mayor frecuencia se presentan
casos de la enfermedad en paises donde la dirofilariosis no
estaba previamente documentada.

La razén podria atribuirse, en parte, al creciente interés de
la comunidad cientifica en la dirofilariosis; asi como a otros
factores: el cambio climatico (provocando que un aumento
de la gama de vectores especificos de Dirofilaria spp. en
algunas regiones), los diferentes aspectos de la actividad
humana (como nuevas zonas de cultivo), el transporte libre
(con la introduccién de nuevas especies de mosquitos
potencialmente transmisores), o el comercio de animales
reservorios de la enfermedad; que hacen que la expansion
de la enfermedad sea una consecuencia inevitable.
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INTRODUCCION

La finalidad del tratamiento de esta enfermedad es la
eliminacién de las diferentes fases parasitarias del
organismo del animal; lo que conlleva a un procedimiento
agresivo que supone un riesgo para la vida del animal. Por
esto, el tratamiento supone un desafio para el veterinario
sobre todo en las etapas méas avanzadas de la enfermedad.

A pesar de los avances en el conocimiento de D. immitis y
la patologia que causa en el perro, dirofilariosis
cardiopulmonar canina sigue siendo una prioridad objeto
de estudio en la medicina veterinaria, casi 400 afRos
después de su descubrimiento.

Entre estos estudios, destacan aquellos que fueron objeto
de esta tesis, como la patologia de la enfermedad, la
respuesta inmune y el manejo clinico y terapéutico de la
enfermedad.

En relacién a la respuesta imnune, la respuesta de fase
aguda se considera un proceso dindmico que implica
cambios sistémicos y metabdlicos. Que proporcionan un
mecanismo de defensa no especifica temprana antes de
conseguir la inmunidad especifica. Durante la respuesta de
fase aguda, toman un papel protagonista las proteinas de
fase aguda (PFA), que son proteinas plasméaticas que
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modifican sus concentraciones tras un estimulo (atribuible a
enfermedades infecciosas, inmunoldgicas, neoplasicas,
traumaticas, o a otras causas), y cuyo propdsito es el de
restaurar la homeostasis para eliminar la causa del disturbio.

El anélisis de PFA en veterinaria esta siendo un area de gran
interés. Especialmente Util para la valoracién del estado de
salud de los animales ante las diferentes situaciones que
modifican su actividad; como asi también, para monitorizar
los tratamientos y establecer un prondstico.

Debido a que cada proteina de fase aguda se comporta de
manera distinta ante un dafo tisular o estado inflamatorio,
se recomienda utilizar dos o mas proteinas, (por ejemplo
una proteina de fase aguda que rapidamente cambie su
concentracion plasmatica, como la proteina C reactiva
(CRP), unida a otra que modifique sus valores mas
progresivamente, como la haptoglobina (Hp)). De este
modo, se obtendrd mayor informacién sobre la evoluciéon
temporal del proceso patolégico y se incrementard la
capacidad diagndstica de las PFA para diferenciar entre
animales sanos y enfermos. Permitiendo valorar la respuesta
al tratamiento, asi como ayudar a decidir el protocolo
terapéutico adecuado a aplicar en cada caso, y establecer
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INTRODUCCION

un prondstico mas preciso de la enfermedad.

Por lo tanto, las PFA nos ofrecen la posibilidad de evaluar
los procesos inflamatorios que el parasito Dirofilaria immitis
genera en el hospedador. Permitiendo valorar, de forma
mas adecuada y objetiva, el estado fisiopatolégico del
animal afectado.
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OBJETIVOS

Los objetivos de esta tesis se han estructurado segun las
dos experiencias realizadas, que fueron:

1. Determinar las concentraciones de las diferentes
proteinas de fase aguda positivas y negativas (proteina C-
reactiva, haptoglobina, albumina y la paraoxonasa-1) en
perros infectados naturalmente con D. immitis en el
momento del diagndstico.

2. Evaluar las variaciones en la concentracion de
diferentes PFA en los perros infectados con D. immitis
durante las diversas etapas del tratamiento adulticida con
ivermectina, doxiciclina y melarsomina, siguiento el
protocolo de American Heartworm Society (2014).
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REVISION BIBLIOGRAFICA

1. DIROFILARIOSIS CARDIOPULMONAR CANINA

1.1. TAXONOMIA

Dirofilaria immitis (Leydi, 1856): son vermes
cardiopulmonares, nematodos de color blanco a amarillo

crema y de aspecto filiforme.

Dentro del género Dirofilaria, existen varias especies, pero
las que toman relevancia son D. immitis y D. repens por su
importancia clinica y zoondsica.

1.1.1. Clasificacion taxonémica:

Phylum Clase Nematoda
Nemathelminthes

Orden Spirurina

Super familia Filaroidea

Género Dirofilaria

Especie Immitis

Tabla 1: Clasificacion taxonoémica de Dirofilaria immitis (Marquardt et al., 2000; Urquhart et al., 2001).
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1.2. MORFOLOGIA

D. immitis es un nematodo alargado, filiformes, con la
extremidad cefélica ligeramente delgada y redondeada. El
cuerpo carece de segmentaciény la cuticula es
realticamente gruesa, con estriaciones transversales vy
longitudinales. La apertura oral es terminal, circular y carece
de labios, estd rodeada de 4 pares de pequefias papilas
cefalicas y 2 anfibios laterales, que actian como
quimiorreceptores. Carece de faringe y el eséfago se
diferencia en dos regiones no muy bien delimitadas, una
muscular y otra glandular. El ano se ubica en posicién

subterminal. Presentan dimorfismo sexual marcado (Soulsby,
1987: Manfredi et al. 2007; Fortunato et al. 2010).

Las hembras adultas miden de 250 a 310 mm de longitud y
de 1 a 1,3 mm de ancho. Tienen el extremo caudal obtuso;
el ano es subterminal y la apertura de la vulva se encuentra

justo posterior a la unién del eséfago y el intestino (Uni y
Takada, 1986; Lichtenfels et al., 1985).

Los machos son méas pequefios que las hembras, miden
entre 120-200 mm de longitud y 0,7-0,9 mm de ancho. El
extremo caudal estd curvado en espiral, y tiene dos
pequenas alas laterales. La cloaca se abre a 0,13 mm desde
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REVISION BIBLIOGRAFICA

la punta de la cola. Presenta de 4 a 6 pares de papilas
ovales, una de las cuales es post-cloacal, dos son
digitiformes laterales y posteriores al orificio cloacal y 3 a 4
son papilas conicas proximas al extremo de la cola. Las
espiculas son desiguales (izquierda aguzada mide 0.324 a
0,375 mm vy la derecha tiene una terminacién roma y mide
0,19 a 0,229 mm). El guberndculo estd ausente (Uni vy
Takada, 1986; Lichtenfels et al., 1985).

Las caracteristicas morfolégicas de las microfilarias son: la
extremidad cefélica es cénica y la cola es larga, recta y
delgada. La punta de la cola estd aguzada. Las microfilarias
miden de 290 a 330 micras de largo y de 5 a 7,5 micras de
ancho. Pueden sobrevivir de 2 a 18 meses en la corriente
sanguinea (Manfredi et al., 2007).

Los adultos de D. immitis se alimentan de plasma,
pudiendo vivir varios afios en sus anfitriones. Son
nematodos ovoviviparos, de modo que las hembras liberan
microfilarias desenvainadas en el torrente sanguineo.
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Tabla 2: Caracteristicas morfolégicas de microfilarias y de adultos hembras y machos.

Figura 1: Aspectos microanatémicos de Dirofilaria immitis.

(1) Extremo anterior de la hembra, que muestra el anillo
nervioso, es6fago, primera parte del intestino grueso y la
apertura de la vulva. Bar = 200 pm. (2) Vista lateral del
extremo posterior masculino, mostrando las grandes y
pequenas espiculas, papilas pre-cloacales, grandes
papilas post-cloacales ventro-lateral, y los fasmidos. Bar
=100 pm. (3) Vista ventral del extremo posterior
masculino, con las papilas pre-cloacales, un pequefio par
de papilas post-cloacal, apertura cloacal, 4 pares de
papilas post-cloacal (1 par ventral, 1 par de grandes
papilas ventro-laterales y 2 pares de papilas pequefias
ventro-laterales), 1 par de fasmidios ventrales, y grandes
y pequenfas espiculas. Bar = 100 um. Imagen extraida de
Furtado, et al., (2010).
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1.3. CICLO BIOLOGICO

Se trata de una enfermedad de ciclo vital indirecto
utilizando un anfitrion vertebrado y un hospedador
intermediario. El perro doméstico es el hospedador
principal. Sin embargo, algunos canidos silvestres como
lobos, zorros, o felinos (incluyendo los gatos domésticos),
mustélidos (hurones), primates no humanos y seres
humanos  pueden ser infectados; es estas especies la
mayoria de estas infecciones son esporadicas y la

microfilaremia generalmente estd ausente (Bariga, 1982,
Lok, 1988; McCall et al., 2008a; Simdn et al., 2012).

Los vectores son los mosquitos hembras que pertenecen al
orden Diptera, suborden Nematdcera, familia Cullicidae. La
Familia Cullicidae estd representada por casi 3.610
especies, entre las cuales aproximadamente 150
pertenecientes al género Culex, Aedes, Anopheles vy
Haemagogus estan involucrados en la transmisién de
agentes patégenos a los animales y los seres humanos.
Estos son mosquitos que se caracterizan por ser pequefios,
poco voluminosos y de patas largas (Cancrini et al., 2006;
Guedes, 2012).
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El alto grado de adaptabilidad de estos insectos ha
asegurado su presencia en todo tipo de habitats. Las
formas inmaduras se desarrollan en ambientes acuéaticos
que estan presentes en dreas domésticas, peri-domésticas y
forestales. Algunas especies se pueden desarrollar en el
agua que contiene materia organica en descomposicion,
como por ejemplo en pequefos hoyos y zonas de aguas
residuales, mientras que otros utilizan una variedad de
objetos de origen humano; como por ejemplo, neumaticos,
latas, botellas, platos y floreros, tanques de agua o cubos
(Da Silva et al., 2014).

El desarrollo y la actividad de los mosquitos estan regulados
por el clima, principalmente por la temperatura ambiente y
la humedad. La evidencia experimental ha demostrado que
el desarrollo de la larva infecciosa (L3) requiere entre 8 a 10
dias a 28-30 °C, de 11 a 12 dias a 24 °C y de 16 a 20 dias a
22°C. Por debajo de 14 °C, su desarrollo se detiene. Las
larvas de dirofilaria sobreviven en el mosquito hibernante,
que reanudardn su desarrollo cuando las condiciones
mejoren, ocurriendo esto incluso en periodos cortos de
tiempo (Orinhel, 1961; Slocombe et al.,, 1989; Cancrini y
Gabrielli, 2007).
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En las zonas tropicales, los mosquitos estan activos todo el
aflo, mientras que en climas templados estdn activos
durante el final de la primavera y el verano, y su es
estacional.

El calentamiento global (con un aumento previsto de la
temperatura media de + 0,2 ° C en 10 anos) estd
provocando un alargamiento de los periodos anuales de
actividad de los mosquitos, acortando la etapa de
desarrollo de las larvas dentro del vector, ademés de
producir un aumento de los meses de transmisiéon en
multiples regiones geograficas (Romi, 2001;. Genchi et al.,
2005; Brooks y Hoberg, 2007).

El mosquito macho se alimenta principalmente de los
zumos de fruta, mientras que la hembra también es
hematodfaga. Este habito permite a la hembra participar en
la transmisién de la filariosis. La capacidad y eficiencia
vectorial de los mosquitos esta condicionada por el
desarrollo de las piezas bucales, y la presencia de
anticoagulante en la saliva, ya que las especies de
mosquitos no susceptibles parecen carecer de
anticoagulinas, de modo que la ingesta de sangre coagula
en el interior del intestino del mosquito, dejando atrapadas
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en el interior del intestino del mosquito, dejando atrapadas
a las larvas (Gomez et al., 1999; Kittleson y Kienle, 2000).

1.3.1. Desarrollo de las larvas en los vectores:

Los mosquitos hembras ingieren microfilarias al alimentarse
de sangre de un huésped infectado, éstas pasan a través de
la faringe y alcanza el intestino medio donde permanecen
durante aproximadamente 24 horas. Posteriormente, pasan
a los tubulos de Malpighi donde realizan dos mudas,
llegando asi a la fase infectante (L3) (Cancrini y Gabrielli,
2007; Manfredi et al., 2007).

Las larvas L3 dejan los tubulos de Malpighi perforando en
tercio distal, migrando a través del hemocele para alcanzar
las piezas bucales, donde permanecen hasta ser
depositadas junto con la hemolinfa en la piel de nuevo
hospedador. Cuando el insecto ha perforado la piel para
alimentarse de nuevo entra al hospedador definitivo
(Nelson et al., 1962; Cancrini y Kramer, 2001).
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Figura 2: Ciclo biolégico en el hospedador intermediario.

El proceso de invasion inicial de las células de Malpighi por
parte de las L1 y el de migracién a las piezas bucales de |a
L3 son momentos criticos para la supervivencia de los
mosquitos. Cuando la carga parasitaria es elevada, la
funcion tubular se ve comprometida y el insecto muere.
Para ello, los vectores presentan un mecanismo de
reconocimiento antigénico y de defensa celular-humoral
que limitan el numero de larvas que puede progresar a L3.
El nimero maximo de larvas que puede sobrevivir en cada

vector compatible depende de la especie de mosquito
(Cancrini y Gabrielli, 2007; Castillo et al., 2011).
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1.3.2. Desarrollo en los mamiferos hospedadores:

Las larvas L3 infecciosas, de aproximadamente 1 mm de
longitud, se transmiten al hospedador definitivo mientras el
mosquito se alimenta. Durante la comida la punta de las
labelas (partes carnosas de la boca) se rompe y la L3 se
deposita en la piel del huésped protegiéndose de la
deshidratacion gracias a la hemolinfa del mosquito. Estas
larvas, sexualmente diferenciada penetran en el cuerpo a
través de la solucion de continuidad producidas por la
probdscide del mosquito al picar (McGreevy et al., 1974;
Georgi y Georgi, 1994).

Tres dias después de la infeccién, (aunque puede demorar
hasta 70 dias), mudan a L4, midiendo 1,5 mm
aproximadamente, y permanecen en el tejido subcutaneo,
cerca del punto de penetracién (Kotani y Powers, 1982;
Lichtenfels et al., 1985). Aproximadamente sobre el dia 21,
las larvas migran entre las fibras musculares y cerca del dia
41 se presentan en el abdomen ¢ en el térax. La muda
posterior, de L4 a L5 (jovenes pre-adultos sexualmente
inmaduros), se lleva a cabo entre los dias 50 y 70. Los
primeros gusanos pre- adultos llegan a la arteria pulmonar
entre los dias 70 y 85 y alcanzan la madurez sexual a los 120
dias post-inoculacion y las hembras comienzan a producir
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microfilarias entre 6,5 a 9 meses post-infeccién (Orihel,
1961; Kotami y Powers, 1982; Anderson, 2000). El nimero
de gusanos adultos albergados puede variar desde uno a
mas de 250 y pueden vivir entre 5 y 7 afos en su
hospedador. El periodo prepatente es desde 5 hasta 7
meses en la especie canina (Manfredi et al., 2007; McCall.
et al., 2008:; Venco et al., 2011).

Figura 3: Ciclo biolégico de Dirofilaria immitis en el perro.
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Tabla 3: Desarrollo de los diferentes estadios de Dirofilaria immitis en el perro.

La microfilaremia aumenta durante los primeros 6 meses
tras comenzar el periodo de patencia para declinar
posteriormente. No existe relacién entre la concentracion
de microfilarias y el nimero de hembras adultas, las
microfilarias pueden estar presentes, incluso en ausencia de
parasitos adultos. Aproximadamente un 60% de los perros
con dirofilariosis presentan microfilaremia. El nimero de
microfilarias circulantes varia a lo largo del dia,
anteriormente se pensaba que las mayores concentraciones
se encontraban al final de la tarde y al principio de la
mafana pero estudios actuales han demostrado niveles
maximos al mediodia, a pesar de que han observados
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patrones de distribucién imperceptibles. Por lo tanto, las
descripciones clasicas de periodicidad de D. immitis
pueden no ser acertadas (Rawlings y Calvert, 1997; Dillon,
2000; Kittleson y Kienle, 2000).

Las microfilarias pueden vivir al menos dos afios en el perro,
aunque en algunos individuos el sistema inmune puede
destruir las microfilarias y hacer que el animal se vuelva
amicrofilaremico.

Las microfilarias pueden transmitirse de la madre al feto, por
lo tanto, se pueden detectar microfilarias circulantes en los
cachorros. Estas larvas no llegan a transformarse en
parasitos adultos, aunque son infectivas para los mosquitos
y pueden contribuir a la perpetuacién del ciclo vital. Lo
mismo ocurre con las microfilarias que se transmiten
mediante transfusiones sanguineas (Mantovani y Jackson,
1966; Atwell, 1981; Todd y Howland, 1983; Kittleson y
Kienle, 2000).

Aquellos animales que estédn infectados con dirofilarias
adultas y sin microfilaremia tienen lo que se denomina una
enfermedad oculta. Las causas de las infecciones ocultas en
perros se detallan en la tabla 4 (pag. 26).
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Tabla 4: Causas de infeccién oculta por Dirofilaria immitis (Labarthe et al., 1998; Rawlings et al.,1982).

1.4. WOLBACHIA
1.4.1. Historia

En 1924, Hertig y Wolbach identificaron por primera vez en
los mosquitos Culex pipiens una especie de bacteria que
fue formalmente descrita como Wolbachia pipientis, un

grupo de proteobacterias intracelulares perteneciente a la
orden Rickettsiales (Hertig y Wolbach, 1924).

Estudios ultraestructurales posteriores mediante
microscopia electrénica de Dirofilaria immitis y otros
nematodos filaroides, permitieron observar la presencia de
esta bacteria, tanto en adultos de ambos sexos, como en
microfilarias y en las larvas presentes en el mosquito vector
(Harada et al., 1970; MclLaren et al., 1975; Kozek y Figueroa,
1977: Sironi et al., 1995).
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A pesar de ello, la importancia biolégica de estos
microorganismos seguia sin conocerse. Se iban aportando
nuevos datos relacionados con la simbiosis bacteriana
intracelular en artrépodos y vertebrados, pero era
notablemente escaso el conocimiento acerca de las
implicaciones bioldgicas y su asociacién con los nematodos
(Chang et al., 1984). Ya en los afios 90, gracias a los datos
de secuenciacion de ADN en D. immitis, las bacterias
observadas en los nematodos filaroides se identificaron

como pertenecientes al género Wolbachia (Sironi et al.,
1995; Bandi et al., 1998).

Estd ampliamente aceptado que la presencia de W.
pipientis en el celoma de gusanos adultos es vital para su
supervivencia y reproduccion (Slatko et al., 2010)

1.4.2. El habitat celular de Wolbachia en los nematodos

Estd presente en todas las etapas del ciclo de vida del
nematodo; tanto en las etapas larvales dentro del vector,
como en el huésped definitivo. Su presencia ocurre en
proporciones variables en cada gusano, en los nematodos
adultos, se encuentra predominantemente en las células

hipodermales de los cordones laterales (Taylor, 2005;
McCall, 2008b).
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Wolbachia suelen aparecer en poblaciones bacterianas de
forma bastante homogénea. Los grupos pueden ser
pequenos, constando de pocos organismos, o pueden ser
tan grandes que las bacterias parecen ocupar la mayoria del
tejido hipodérmico de la cuerda lateral. A menudo
aparecen rodeando el nucleo hipodérmico (Kozek, 1977;
kramer et al., 2003; Taylor, 2005).

En las hembras, Wolbachia también estd presente en los
ovarios, oocitos y durante el desarrollo de las fases
embrionarias dentro del Utero. No se han demostrado su
presencia  en el sistema reproductor masculino (Kozek,
2005). Esto sugiere que la bacteria se transmite
verticalmente a través del citoplasma del évulo y no a través
de los espermatozoides. Wolbachia parece tener un
importante efecto de reacciones inflamatorias en el
hospedador (Bandi et al., 1999; Sacchi, 2002; Kozek, 2005).
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Figuras 4 y 5. Imagen tomada al microscopio (x40) de Wolbachia en un corte transversal de un parasito adulto de D.
immitis tefiidas mediante técnicas de inmunohistoquimica especificas cuyo suero policlonal anti-Wolbachia. Las bacterias
se pueden observar tefiidas de color granate en los cordones laterales (Carreton, et al., 2012).

1.4.3. Crecimiento y dinamica de la poblacion

Las células bacterianas son pleomorficas, su tamafo varian
entre 0,2 a 4 um de longitud (Kozek, 2005).

Wolbachia tiene la capacidad de reproducirse por
diferentes métodos: por fisién binaria, el modo mas comun
de reproduccién en las bacterias y, posiblemente, por un
método mas complicado, similar al ciclo de desarrollo de la
Chlamydiae, que se caracteriza por la formacion de
pequefias particulas esféricas, y su posterior crecimiento y
desarrollo en las formas bacterianas mas grandes. Estas
formas mas pequefias se denominan cocoides (o cuerpos
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elementales) y son las formas infectantes a otras células
(Storz, 1971; Kozek, 2005).

Las proporciones mas bajas de bacterias / parasito se
encuentran en las microfilarias y en las etapas larvales L2 y
L3, dado que su poblacién permanece estatica. Sin
embargo, durante la primera semana de la infeccion del
huésped mamifero, el nimero de bacterias aumentan
draméticamente y la relacion de bacterias/ parasito es el
mas alta de todo el ciclo de vida del parasito. La
multiplicaciéon répida continla durante todo el desarrollo de
la larva L4, por lo que el principal periodo de crecimiento
de la poblacién bacteriana se produce dentro del primer

mes de la infeccion del hospedador definitivo (Kozek, 2005;
Taylor, 2005).

La carga bacteriana varia ampliamente en cada parasito de
manera individual; al parecer, para los gusanos con mayor
cargas bacterianas supone una ventaja selectiva, en
términos de longevidad o la fecundidad (Taylor, 2005).

1.4.4. Efecto de Wolbachia sobre el huésped

Estas bacterias contribuyen a los efectos patégenos de la
dirofilarias, por lo que el tratamiento frente a Wolbachia
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debe ser incluido en el protocolo del tratamiento adulticida
de la enfermedad (Kramer et al., 2014).

Los perros infectados con D. immitis presentan una
respuesta humoral especifica frente a una proteina de
Wolbachia denominada Wolbachia Surface Protein (WSP)
similar a la respuesta observada en los gatos y en seres
humanos con dirofilariosis pulmonar (Bazzocchi et al., 2003;
Taylor et al., 2005). Ademas se asocia con la expresion de
citocinas pro-inflamatorias y el reclutamiento de neutréfilos
con predominio de anticuerpos IgG2, que es indicativo de
la respuesta mediada por células, del tipo Th1 (Karmer et.
al.,, 2005; Kramer et al., 2008). La exposicién del
hospedador a Wolbachia puede producirse por varios
mecanismos que se detallan en la tabla 5 (pag. 32).

Dado que los gusanos de D. immitis se alojan en el sistema
circulatorio del hospedador, cualquier producto derivado de
Wolbachia liberado por los mismos entra en la circulacién y
puede dispersarse por todo el organismo, afectando a la
vasculatura pulmonar, el sistema reticuloendotelial espleno-
hepético, y puede ser filtrado por el rifidén. Asi, estos
érganos son sitios de predileccién para la ubicacién de
antigenos bacterianos de y para la formacion de lesiones
(Kozek, 2005; Taylor, 2005).
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Tabla 5: Mecanismos por los que puede producirse la exposicion del hospedador a Wolbachia pipentis. (Kozek,2005).

Por otra parte, varios estudios han demostrado que estas
bacterias también pueden disminuir la respuesta inmune del
huésped, contribuyendo asi a la inmuno-tolerancia

caracteristica de esta infeccion parasitaria a largo plazo
(Genchi et al., 2012).
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1.4.5 Quimioterapia:

Estd ampliamente aceptado por la comunidad cientifica que
el tratamiento con antibioticos de los perros infectados con
D. immitis, ademas de inhibir la embriogénesis del parasito,
el desarrollo larvario y la produccién de microfilarias,
también afecta a la supervivencia de los parasitos adultos a
largo plazo (Bazzocchi et al., 2008; Grandi et al., 2010). Por
lo tanto, esta terapia tiene un efecto beneficioso sobre el

hospedador, al reducir la patologia producida por las filarias
(Debrah et al., 2011).

Wolbachia pipientis es susceptible a la tetraciclina,
doxiciclina y rifampicina. Ademds, existe una nueva
variedad de antibidticos pertenecientes a una nueva clase
de inhibidores de la ARN-polimerasa que inhiben la
transcripcion; incluye coralopironina A a la que Wolbachia
parece ser susceptible (Bandi et al., 1999; Debrah et al.,
2011). Nuevos estudios continlan buscando moléculas

eficaces contra la bacteria Wolbachia (Tamarozzi et al.,
2012).
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1.5. EPIDEMIOLOGIA

Aunque, cada vez con mayor frecuencia se presentan casos
de la enfermedad en paises donde la dirofilariosis no estaba
previamente documentada y en los Ultimos afnos, se ha
observado una expansiéon de la dirofilariosis en todo el
mundo y podrian atribuirse, en parte, al creciente interés de
la comunidad cientifica sobre la dirofilariosis. Ademas, el
cambio climatico, ha provocado que haya un aumento de la
gama de vectores especificos de Dirofilaria spp. en algunas
regiones que favorecen el desarrollo y proliferacién de los
mosquitos vectores (Simoén et al., 2012).

La dirofilariosis es una enfermedad cosmopolita y de
distribucion mundial, que se localiza en zonas con elevada
temperatura y humedad durante, al menos, una parte del
ano.

Los factores epidemiolégicos determinantes para el
desarrollo de la dirofilariosis cardiopulmonar en el perro en
una region se detallan en la tabla 6 (pag. 35).

D. immitis es una enfermedad endémica en América, Africa,

Asia, Australia y el sur de Europa. Desafortunadamente,
existen pocos datos epidemioldgicos disponibles de Asia y
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Africa.

En Europa, los casos de D. immitis en los paises del norte,
tales como el Reino Unido, los Paises Bajos, Suecia,
Hungria, Suiza, Austria, Polonia y Alemania, hasta el
momento parecen ser todos casos importados de paises
endémicos. Por lo que en la actualidad, no hay infecciones
autdctonas D. immitis.

Tabla 6: Factores epidemiologicos determinantes para el desarrollo de dirofilariosis cardiopulmonar en el perro (Gomez
et al., 1999; Kittleson y Kienle, 2000).
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En Europa, las prevalencias mas elevadas se sitdan
principalmente en paises de la cuenca mediterrénea y del
sur, donde la enfermedad es endémica (Portugal, Francia,
ltalia, Espafia). Algunos de estos paises se caracterizan por
la coexistencia de D. immitis y D. repens. Por otro lado, hay
evidencias que demuestran que la dirofilariosis canina se
estd expandiendo a zonas previamente consideradas libres
de la enfermedad del norte y noreste del continente
(Araujo, 1996; Genchi et al., 2009; Simén et al., 2012).

Figura 6: Distribucién geografica en Europa de la filariosis observada en perros entre 2001 y 2011. Las areas endémicas
se sefialan en rojo y los lugares donde se han registrado casos esporadicos se indican en rosa. Imagen extraida de
Morchén et al.,, 2012a.
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En Espafa D. immitis estd presente en la mayor parte del
territorio, aunque algunas regiones del pais alin no han sido
estudiadas. Espafia cuenta con unas condiciones climéaticas
Sptimas para el desarrollo de la parasitosis. Actualmente,
las prevalencias mas elevadas se encuentran en el sur de la
Peninsula Ibérica, en zonas de regadio y cercanias de los
grandes rios, por ej: la ribera del Tormes en Salamanca o el
delta del Ebro, asi como en las islas Canarias.

Se ha demostrado la presencia de dirofilariosis canina en La
Rioja (12%) y A Corufa (5%), pero no hay mas datos acerca
de las prevalencias en el norte de la peninsula ibérica
(Montoya et al., 2007; Simén et al., 2009; Morchén et al.,
2010).

En la isla de Gran Canaria, la prevalencia canina actual esta
por debajo del 20%, pero en la década de los noventa, la
prevalencia llegd a alcanzar el 67%. Esta disminucion se
debe a la implementacion de protocolos preventivos y a la
educacion de los propietarios (Montoya et al, 1998;
Montoya-Alonso et al., 2010; 2011).
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1.6. FISIOPATOLOGIA

La infeccion por D. immitis se caracteriza por diferentes
cuadros clinicos, causados por los gusanos adultos y las
microfilarias. Estos provocan lesiones graves e incluso la
muerte de los perros, donde la gravedad y las
manifestaciones clinicas resultantes estan relacionados con
el nimero relativo de los gusanos adultos, con la duraciéon
de la infeccién y la interaccion huésped-parasito (McCall et
al., 2008a; Atkins, 2011).

La fisiopatologia de la dirofilariosis cardiopulmonar se debe
principalmente a la presencia de gusanos adultos en las
arterias pulmonares. A continuacién se detallan las
alteraciones principales producidas en esta enfermedad.

1.6.1 Endoarteritis pulmonar proliferativa

Las lesiones primarias se producen en las arterias
pulmonares y en el parénquima pulmonar, lesiones que son,
en su mayoria, atribuibles a la presencia de los parasitos
adultos intravasculares. El contacto directo de los parasitos
adultos con las paredes arteriales de los Iébulos pulmonares
(caudales y accesorio principalmente), provoca alteraciones
en las arterias pulmonares. Este hecho genera un
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Figura 7: Presencia de parasitos
adultos en las camaras cardiacas
derechas.

Figura 8: Arteria pulmonar de perro
donde se visualiza el endotelio
afectado por endarteritis pulmonar
proliferativa.
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engrosamiento de la intima vascular y un estrechamiento de
la luz vascular (Munnel et al.,, 1980; Schaub et al., 1981;
Furlanello et al., 1998; Kittleson y Kienle, 2000).

La endoarteritis pulmonar proliferativa es causada por una
migracion de células del musculo liso de la tdnica media
hacia la intima, por lo que la pared de la arteria pierde sus
caracteristicas de blanca y lisa, desarrollando unas
vellosidades que le dan un aspecto rugoso y una tonalidad
pUrpura otorgandole a la superficie de la arteria un aspecto
similar al del endotelio intestinal (Adcock, 1961; Rawlings,
1986). Esta pérdida de lisura de la intima promueve la
formacion de trombos, pero la embolizacion y total oclusion

vascular es rara con gusanos vivos (Schaub et al., 1981;
McCall 2008a).

La endoarteritis pulmonar proliferativa, también llamada
proliferacién vellosa, se considera patognoménica de la
dirofilariosis, apareciendo ya a los 3 meses de infeccién y se
agrava a partir de los siguientes 2 meses. Estos cambios
empiezan en las pequefas ramas periféricas de la arteria
pulmonar, en las que se fijan inicialmente los parasitos, y
van avanzando hacia segmentos mas proximales a medida
que crecen las filarias (Goémez et al, 1999; Kittleson vy
Kienle, 2000).
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La severidad de la patologia es exacerbada en los casos de
dirofilariosis oculta inmunomediada y debido a la ruptura
vascular por el fuerte flujo sanguineo asociado al ejercicio,
pudiendo ser una patologia severa en presencia de pocos
gusanos en perros atletas (Dillon, 2000; Kittleson y Kienle,
2000).

Tabla 7: Principales alteraciones generadas por Dirofilaria immitis.

1.6.2 Hipertensién pulmonar

La hipertensién pulmonar es consecuencia de varios
factores. La pérdida de la elasticidad arterial, la disminucion
de la luz vascular y la formacion de tromboembolismos
pulmonares conducen al aumento de la resistencia del flujo
sanguineo, llevando a un incremento de la presién en la
arteria pulmonar y generando hipertension pulmonar.
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Durante un tiempo, la presion arterial pulmonar se conserva
normal en reposo y solo se eleva moderadamente durante
el ejercicio cuando las arterias alcanzan una distension
plena (Knight, 1977). Contribuyendo al sintoma clinico de
intolerancia al ejercicio, observado habitualmente en perros
con dirofilariosis, ya que durante el ejercicio, el flujo
sanguineo aumenta hasta tres veces sobre el nivel basal y la
presién en la arteria pulmonar también puede triplicarse
(Kittleson, 1998).

Con el tiempo, el arbol arterial pulmonar asume las
caracteristicas de un sistema de tubos rigidos generandose
resistencia vascular pulmonar. Esto ocurre al mismo tiempo
en que se eleva la presién arterial en reposo. En esta etapa,
la presion se aumenta en proporcién directa al aumento del
flujo (Knight, 1977).

Para que la hipertension pulmonar sea evidente en reposo,
es necesario que se obliteren dos tercios o mas del lecho
vascular pulmonar (Kittleson y Kienle, 2000). Se cree que la
gravedad de los cambios en la arteria pulmonar, junto con
el aumento de la resistencia vascular pulmonar y de la
presién en la arteria pulmonar, guarda relacion con el
nimero de parasitos, nimero de arterias parasitadas, grado
de estrechamiento luminal, nivel diario de actividad fisica y,
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sobre todo, la intensidad de la respuesta inmune individual
de cada animal frente a las filarias.

1.6.3 Insuficiencia cardiaca derecha

En consecuencia a las alteraciones antes descritas, el
trabajo cardiaco debe ser mayor al efectuado normalmente
para mantener la alta presién de perfusion necesaria para
impulsar la sangre al arbol arterial pulmonar.

A partir de un periodo aproximado de nueve meses, los
efectos de la hipertension pulmonar son compensados con
la hipertrofia y/o dilacién del ventriculo derecho. En casos
avanzados de dirofilariosis, se produce insuficiencia cardiaca
congestiva como resultado de la incapacidad del ventriculo
derecho para generar y mantener las altas presiones de
perfusion requeridas (Calvert et al, 1999; Kittleson y Kienle,
2000; Grandi et al., 2007).

Con frecuencia, los perros en esta etapa experimentan
sincopes cuando se intenta aumentar repentinamente el
gasto cardiaco. La insuficiencia cardiaca congestiva del lado
derecho con ascitis, hepatomegalia y caquexia es una
secuela tardia y puede ser precipitada por un episodio
agudo de tromboembolismo pulmonar (McCall, 2008a).
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1.6.4 Sindrome de la vena cava

El sindrome de la vena cava, es una consecuencia de la
dirofilariosis por la migracién retrograda de los parasitos
adultos, ocasionando interferencia en el flujo sanguineo,
produciendo una necrosis difusa del higado debido a la
congestion pasiva cronica y anemia hemolitica por aumento
de la fragilidad de los gldébulos rojos. EI factor
desencadenante del sindrome es la entrada de una masa de
parasitos en el ventriculo derecho, que se genera como
consecuencia a una hipoperfusiéon transitoria o mantenida
de las arterias pulmonares, sitio donde reside el parasito en
su estado adulto. (Atkins, 1994, Kittleson y Kienle, 2000).

Los parasitos caen a través de la valvula pulmonar en el
ventriculo derecho y luego migran hacia la auricula derecha,
trepando por el aparato valvular trictspide. Si hay un gran
numero de parasitos, los primeros pueden verse forzados
hacia el interior de la vena cava y una vez que las dirofilarias
se han situado en el orificio de la vélvula tricispide y se ha
producido regurgitacién, el flujo de salida es demasiado
débil para expeler los parasitos del ventriculo (Atkins, 1994;
Kittleson y Kienle, 2000).

Este fendmeno provoca obstruccién del retorno sanguineo
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elevando la presion venosa central. Algunas consecuencias
del sindrome son hepatomegalia, ascitis y hemoglobinuria
severa, que se considera un signo patognomonico debido a
una hemolisis severa (Jubb, 1992).

Un 20% de los casos de infestacién por Dirofilaria, genera el
sindrome de la vena cava, que se produce con una carga
superior a 60 vermes, con el 55 a 84% de ellos en las venas
cavas craneal, caudal y auricula derecha. La razén del
porqué algunos perros lo desarrollan y otros no, puede
estar relacionado con la carga parasitaria absoluta o relativa

(nimero de vermes por Kg. de peso corporal) (Jubb, 1992;
Atkins, 1994).

El pronéstico del sindrome de la vena cava es de reservado
a grave. La mortalidad esta entre el 30 y el 40% (Kittleson y
Kienle, 2000).

1.6.5 Alteracion del parénquima pulmonar

Los lugares donde no llegan los vermes, aparecen alterados
y esto es atribuido a factores de crecimiento derivados de
las plaquetas y a otros factores tréficos que difunden desde
la arteria pulmonar lesionada. Se generan edema e
inflamacion periarterial con formacién de infiltrados
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Figura 9: Paciente canino con sindrome de vena
cava, con el caracteristico abdomen en tonel a

Figura 10 y 11: Radiografia
toracica de un perro con
sindrome de vena cava, en
proyecciones dorso-ventral y
latero-lateral derecha de
paciente. Nétese el liquido
ascitico, la dilatacion de las
arterias pulmonares y la
cardiomegalia
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intersticiales y alveolares, compuesto en esencia de
eosindfilos y neutréfilos. La grave afeccion de las arterias
pulmonares, hace aumentar la permeabilidad de las

superficies vasculares al plasma y a las células inflamatorias
(Kittleson y Kienle, 2000).

Ademas, el fuerte flujo sanguineo incrementa la
permeabilidad microvascular, lesion que es severa con
gusanos Vvivos, pero se exacerba cuando mueren (Dillon,
2000). Este aumento de la permeabilidad provoca la rotura
de las células endoteliales aumentando el dafo del lecho
capilar y la inundacion alveolar, con el resultando final de
una fibrosis no reversible. Esta fibrosis contribuye a
disminuir el area de intercambio gaseoso, aumentando la
resistencia vascular pulmonar y produciendo insuficiencia
respiratoria (Rawlings y Calvert 1997; Dillon, 2000).

1.6.6 Neumonitis alérgica

Entre un 10 y un 15% de los perros con enfermedad oculta
tiene neumonitis eosinofilica (Ware, 2000).

Se trata de un sindrome provocado por la

hipersensibilizacion del hospedador a los antigenos de
microfilarias (también las L5 son alergénicas), que inducen la
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Figura 12: Focos de fibrosis pulmonares imagen de necropsia de un perro con dirofilariosis Figura 13: Radiografia latero-
lateral derecha de perro infectado con por D. immitis donde se observa patron pulmonar mixto alveolo-insterticial y
agrandamiento de las arterias pulmonares con patron vascular.
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destruccion inmunomediada de microfilarias por medio de
anticuerpos. El exceso de anticuerpos antimicrofilarias (IgG),
adhiere los leucocitos a las microfilarias, causando su

secuestro e inmovilizacién en la microcirculaciéon del pulmon
(Calvert et al., 1999).

Se genera el "sindrome de infiltraciéon eosinofilica
pulmonar” que se caracteriza porque las microfilarias
muertas son rodeadas por inflamacién eosinofilica
granulomatosa (Rawlings y Calvert, 1997).

1.6.7 La tromboembolizacion

Este proceso patolégico ocurre tras la muerte de los
pardsitos, de forma espontdnea o inducida por el
tratamiento adulticida, y rara vez cuando el parésito esta
vivo, pero también se produce por fragmetnos de la pared
arterial.

Los vermes son arrastrados hacia las arterias mas finas y
distales, el flujo sanguineo se deteriora, o incluso se
interrumpe hacia los |6bulos caudales y, en consecuencia,
éstos muestran consolidacion, infarto y un minimo

funcionamiento al nivel de intercambio gaseoso (McCall et
al, 2008a).
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Los fragmentos del parasito son calcificados y parcialmente
incorporados a la pared de la arteria, creando microfocos
de supuracion que cicatrizan con formaciéon de gran
cantidad de tejido conectivo fibroso (Atkins, 2005).

El tromboembolismo pulmonar se asocia a una enfermedad
parenquimatosa severa del pulmon, con exacerbacién de la
respuesta en la superficie arterial, proliferaciéon vellosa
exuberante e inflamacién granulomatosa de la pared de las
arterias en las cercanias de los vermes muertos (Rawlings y

Calvert, 1997; Song et al., 2002).
1.6.8 Coagulacién intravascular diseminada (CID)

Por la trombosis y la lisis de los codgulos se produce un
déficit local de los factores de coagulacién y en
consecuencia pueden aparecer hemorragias multifocales.
También puede generarse la ruptura de los vasos
inflamados y hemorragias, especialmente cuando hay
episodios de insuficiencia respiratoria aguda. La hemoptisis
y epistaxis puede evidenciarse por la eliminacion de sangre
y vermes desde los vasos rotos (Gémez et al., 1999).
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1.6.9 Neumotoérax

Puede ocurrir de manera espontdnea en los perros,
generado por la rotura de vesiculas subpleurales,
infecciones bacteriana secundaria a la trombosis y ruptura
de abscesos en vias de desarrollo (Valentine et al., 1996).

1.6.10 Lesion renal

En la dirofilariosis crénica es frecuente la glomerulonefritis
membranosa. Esta patologia es generada por la formacién
y depdsito de inmunocomplejos frente a parasitos adultos
y microfilarias (IgG e IgM y el complemento) en la
membrana basal del glomérulo (Abramowsky et al., 1981).

Ademés, la presencia de microfilarias en los capilares
glomerulares y vasos medulares provoca la presencia de
infiltrados inflamatorios en glomérulos y un engrosamiento

de la membrana basal de los capilares glomerulares (Miller,
1999; Paes de Almeida et al., 2003).

Sumado a esto, Wolbachia es liberada desde las
microfilarias muertas, produciendo inflamacién y una
respuesta inmune especifica (Morchén et al., 2012a). Como
consecuencia de la glomerulonefritis, puede desarrollarse
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una nefrosis grave con proteinuria y, en algunos casos,
puede llegar a provocar azotemia por insuficiencia renal con
hipoalbuminemia (Kittleson y Kienle, 2000).

Figura 14: (a-d) Proteina de superficie de Wolbachia obtenida mediante técnicas de inmunohistoquimica de tejido renal
de los perros infectados naturalmente con D. immitis con microfilarias circulantes. Las flechas indican tincién positiva a
proteina de superficie de Wolbachia (WSP) en los capilares glomerulares. (Aumentos A: 40x; B:100x, C: 20x, D, 40x).
Imagen extraida de Morchon et al., 2012a

La nefritis intersticial con infiltrado de células plasméticas,
linfocitos y macréfagos en el intersticio medular y cortical,

es otra importante alteracién inmunopatolégica (Gémez et
al., 1999).
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1.6.11 Lesién hepatica

Las lesiones hepéaticas en perros con dirofilariosis suele ser
una congestién pasiva leve, que no afecta a la
funcionalidad. El higado estd mas afectado cuando hay una
insuficiencia cardiaca congestiva, existe una congestion
venosa cronica y la retencién de sangre provoca
hepatomegalia y disfuncion de los hepatocitos, apreciable
en el perfil bioquimico enzimatico. Muchas veces los perros
presentan cirrosis y ascitis hepatica (Gémez et al., 1999).

1.6.12 Otras alteraciones organicas

Ocasionalmente, algunos individuos presentan migraciones
aberrantes del pardsitos quedando atrapados en lugares
ectépicos. Por ejemplo, las alteraciones oculares descritas
con mas frecuencia son edema de cérnea y ceguera
secundarias a glaucoma por presencia de vermes
inmaduros.

Con menos frecuencia se describe hiperemia de las
conjuntivas, fotofobia, inflamacién iridociliar y panoftalmia.
También se han descrito nddulos subcutdneos de
localizacion diversa, nédulos pulmonares solitarios similares
a los de la dirofilariosis humana, en arterias sistémica y
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mucocele en las glandulas salivales, en el cerebro, la
cavidad peritoneal, el corazén izquierdo, quistes y abscesos
musculares y subcutdneos, los bronquios y el higado (Liu et
al., 1966; Patton y Garner, 1970; Mandelker y Brutus, 1971;
Slonka et al., 1977; Weiner et al., 1980; Henry, 1992; Gémez
et al., 1999).

Figura 15: Larva de localizacion aberrante en camara anterior del ojo de un perro.

1.7. SIGNOS CLINICOS

Desde que los parasitos son inoculados por el mosquito
hasta pasados seis a siete meses, los perros no presentan
ningun signo clinico; por lo tanto, la forma de presentacion
clinica de la enfermedad suele ser crénica, debido a que las
larvas no causan dafios significativos durante las etapas de
muda y migracion. Por otro lado, los signos clinicos
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dependeran de la carga parasitaria, la reactividad individual
y ejercicio, ya que el dafo arterial es mas severo en los
perros con actividad fisica intensa que en los perros en
reposo (Dillon, 1995). A pesar de lo expuesto, existe un
bajo porcentaje de casos de primo-infecciones masivas o de
animales muy jévenes donde se presentan cuadros agudos
de curso rapido y mortal.

A pesar de la denominacion “enfermedad del gusano del
corazén”, que sugiere la participacién principalmente
cardiaca, los gusanos se encuentran fundamentalmente en
las arterias pulmonares y el dafo inicial se produce en el
pulmén. Por lo tanto, se debe considerar una enfermedad
pulmonar que involucra las cdmaras cardiacas derechas sélo
en los Ultimos estadios de la enfermedad y en las
infecciones con cargas parasitarias serias (McCall, 2008a).
Los signos de la enfermedad se desarrollan gradualmente y
pueden comenzar con una tos crénica.

Cuando estan presentes, los signos clinicos mas frecuentes
son:

1. Tos no productiva y cronica: generada de la

reaccion inflamatoria provocada por los vermes. Se acentua
después del ejercicio y es el sintoma mas habitual en perros

56 ® ESTUDIO DE LAS PROTEINAS DE FASE AGUDA EN PERROS CON DIROFILARIA IMMITIS



levemente afectados o con enfermedad cardiopulmonar
crénica (Rawlings y Calvert, 1997).

2. Disnea o taquipnea: relacionada con la
congestion venosa pulmonar o con la hipertensién
pulmonar que genera un desequilibrio ventilacion/perfusion
con hipoxemia, incrementando el esfuerzo respiratorio.

3. Intolerancia al ejercicio: debido a la insuficiencia
cardiaca, se reduce el flujo sanguineo, provocando
hipoxemia muscular y en consecuencia intolerancia al
ejercicio.

4.  Sincope: El estado de hipotensiéon generado
durante el ejercicio en perros con dirofilariosis puede
provocar un sincope. El sincope también se atribuye a una
isquemia cerebral (Rawlings y Calvert, 1997; Kittleson y
Kienle, 2000).

Durante el examen fisico, a la auscultacién se pueden notar
sonidos pulmonares difusos bilaterales sobre las areas de
los lobulos caudales; a veces hay crepitacion de fina a
gruesa asociada con neumonitis eosinofilica por
enfermedad oculta (Rawlings y Calvert, 1997). La
auscultacién cardiaca en la mayoria de los perros es normal.
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Aunqgue pueden aparecer soplos en casos avanzados.

Cuando se ha desarrollado una la insuficiencia cardiaca
congestiva derecha, se puede auscultar un soplo cardiaco
sobre el lado derecho del térax debido a la insuficiencia de
la valvula tricispide, asi como arritmias cardiacas.

En el sindrome de la vena cava se presenta con pulso
venoso yugular positivo, hepatomegalia, edema pulmonar,
ascitis y efusion pleural, hinchazén de las patas, anorexia,
pérdida de peso y deshidratacién. La presencia de
hemoglobinuria, bilirrubinuria y debilidad debe ser siempre
sospecha de sindrome de la vena cava, Unicos hallazgos

fisicos que pueden ser considerados patognomodnicos
(Kitagawa et al., 1987 ; Atwel y Buoro, 1988; Venco, 1993).

En el estadio crénico de la enfermedad, a veces puede
ocurrir sintomatologia aguda. Tras la muerte de muchos
pardsitos, por causas naturales, puede producirse un
tromboembolismo pulmonar grave que produzca una
sintomatologia de aparicién aguda, con disnea aguda vy
severa, hemoptisis, fiebre, taquicardia, hipotension,
debilidad (Atwell y Bouro, 1988; McCall, 2008a).
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Cuando existen localizaciones aberrantes, como el sistema
arterial sistémico, los sintomas clinicos pueden ser de
isquemia, atribuibles a la presencia fisica de los vermes o a
la formacién secundaria de una tromboembolia parasitaria.
Animales con parédsitos en la aorta o en las arterias
femorales han presentado alteraciones en las extremidades
posteriores como cojera, parestesia, paresia y necrosis
tisular (Goggin, et al., 1997, Kittleson y Kienle, 2000).

Se ha establecido una clasificacidbn en cuatro clases o
niveles de gravedad, que tiene en cuenta diversos factores,
entre ellos los signos clinicos y se detallan a continuacion:

Tabla 8: Clasificacion de la enfermedad y signos clinicos presentes en cada una de las fases (Di Sacco y Vezzoni,
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1.8. DIAGNOSTICO

La infeccion por dirofilariosis cardiopulmonar en perros se
puede diagnosticar mediante tests seroldgicos que
detectan microfilarias o antigenos adultos. El correcto
diagndstico permite ademas, seleccionar el tratamiento mas
oportuno y minimizar los riesgos asociados al mismo
(Knight, 1995; American Heartworm Society, 2015).

Para un diagndstico apropiado debe incluirse siempre:
e  Examen fisico.

e  Radiografias toracicas, donde se observan cambios
radiogréficos tipicos.

e Las ecografias son Uutiles para la identificaciéon de
filarias, especialmente en casos de sindrome de la vena

Cava.

(Kittleson y Kienle, 2000; American Heartworm Society
2015).
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1.8.1 Examen fisico

Es habitual, tras la exploracién de los pacientes, encontrar
alteraciones del aparato cardiorespiratorio como:

° Tos cronica.

Disnea de esfuerzo o intolerancia al ejercicio.

Estertores.
. Hemoptisis.

e  Alteraciones cardiovasculares como soplos cardiacos
(Polizopoulou et al., 2000).

1.8.2. Deteccion de antigenos

Los test serolégicos disefiados para detectar antigenos de
parasitos adultos, basados en técnicas de ELISA o
inmunocromatografia, son altamente especificos y no se
produce reactividad cruzada con otros parasitos (Venco,

2007).

Estas pruebas mas antiguas permitian la deteccion de
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Figura 16 y 17: Pacientes infectados por D. immitis con dificultad respiratoria y decaimiento.
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antigenos producidos sélo por gusanos adultos hembras,
sin embargo, los nuevos test detectan antigenos de cuerpo,
y, por lo tanto, machos. Los test pueden proporcionar cierta

informacion sobre la carga de gusanos (Knight, 1995; Venco
et al., 2003).

La sensibilidad es muy elevada, pero los resultados falsos
negativos pueden ocurrir en periodos prepatentes
(infecciones por debajo de 6 meses de duracién), cargas
parasitarias muy ligeras o cuando estdn presentes solo
gusanos machos (McCall, 1992).

Figura 18: Tests de filaria con resultado positivo.

Figura 19 y 20: Test de gota gruesa y de microhematocrito para la deteccién de microfilarias.
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1.8.2.1 Deteccion de microfilaria en sangre

En las zonas donde la prevalencia de la enfermedad es alta
( > 20 % ), muchos perros infectados pueden no ser
microfilaremicos, pudiendo esta cifra ser ain mayor en
aquellos perros con un programa de prevencién con
lactosas macrociclicas.

Teniendo esto en cuenta, la mayoria de los perros
microfilaremicos pueden ser detectados mediante el
sencillo examen de observacion directa de una gota de
sangre fresca al microscopio en un portaobjetos o mediante
la concentracion de un volumen de sangre en tubo de
microhematocrito (prueba de Woo) (Martini et al., 1996;
Coutney y Zeng, 2001; American Heartworm Society, 2015).

Con el primer método, se observan las microfilarias
moviéndose activamente entre los hematies o, con el
segundo metodo, se podran observar por encima de la
capa leucocitaria, en el tubo microhematocrito. Su

movimiento es ondulante y no progresivo (Georgi y Georgi,
1994; Bowman y Lynn, 1999).

Estos métodos de prueba son poco sensibles cuando el
numeros de microfilarias es bajo (50-100 / ml); en el nimero
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de microfilarias observadas no guarda relacion con la
cantidad de parasitos adultos ni con la gravedad de la
enfermedad (American Heartworm Society, 2015).

Para obtener resultados mas precisos, las técnicas de
concentracion y de filtracién son Utiles para determinar la
presencia de microfilarias.

A. En el método de filtraciéon se mezcla 1 ml. de sangre (en
EDTA o Heparina) con 9 ml de carbonato sédico (0,1 %).
Posteriormente, se pasa a través de un filtro de membranas
de policarbonato de 3 a 5 pm. de didmetro llamados “filtros
Millipore”; las microfilarias que quedan sobre el filtro se
tinen con azul de metileno al 0.1 % (Georgi y Georgi, 1994).

B. La técnica de Knott (1939) modificada:

Es el método de eleccion para observar la morfologia y la
medicién de las dimensiones del cuerpo permitiendo
diferenciar D. immitis de especies de filaridas no patdgenas,
tales como Acanthocheilonema (anteriormente
Dipetalonema) reconditum.

Se realiza de la siguiente manera segin Boch y Supperer
(1982) y Georgi y Georgi (1994): se mezcla 1 ml de sangre
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conservada en EDTA o heparina, con 9 ml de solucion
lisante (formalina al 2% o carbonato sédico al 0,1%) para
hemolizar la muestra. Se centrifuga 5 minutos a 1100 r.p.m.
El sedimento se tifie con azul de metileno a partes iguales y
se observa una gota al microscopio.Si se desea hacer un
recuento se debe multiplicar el numero de microfilarias
observadas en la muestra por 50 y el resultado dard el
nimero de microfilarias por ml de sangre (Soulsby, 1987;
Georgi y Georgi, 1994; Gémez et al., 1999).

1.8.2.2 Diferenciacion de las microfilarias

Diferenciar las microfilarias de distintos parasitos es crucial,
ya que pueden existir infecciones mixtas y el hecho de
detectar la presencia de D. immitis implica la posible
administraciéon de arsenicales, farmacos adulticidas
altamente agresivos para el organismo hospedador. El
método mas sencillo para determinar si las microfilarias son
D. immitis, consiste en realizar un test de deteccidn de
antigenos; si la prueba es positiva, al menos algunas de las
filarias son D. immitis, en caso contrario, también es posible
que haya D. immitis ya que sélo son necesarios un macho y
una hembra para producir microfilarias y dos parasitos
pueden quedar por debajo del umbral de deteccién de una
prueba de antigenos (Kittleson y Kienle, 2000).
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En general, si se observan mas de 5 o 10 microfilarias por
gota de sangre, lo mas probable es que se trate de D.
immitis; un numero menor también puede ser de otros
parasitos filaroideos (Bowman y Lynn, 1999).

1.8.2.3 Identificacion morfométricas

Es una técnica poco fiable. Solo D. reconditum y D. immitis
pueden ser diferenciadas con cierta facilidad por sus
caracteristicas morfométricas y caracteristicas del
movimiento, sin embargo, D. repens y D. dracunculoides
son mas dificiles de distinguir (Bowman y Lynn, 1999).

Las diferencias entre microfilarias de D. immitis y D.
reconditum son las relacionadas en la Tabla 9 (pag. 67).

1.8.2.4 Método histoquimico

Permite identificar a la especie a la que pertenece la
microfilaria mediante el estudio de la distribucion somatica
de las zonas de actividad de fosfatasa acida. La positividad
se observa de color rojizo en diferentes zonas de la
microfilaria segun sea la especie a la que pertenece. Es la
forma mas correcta de identificacién especifica (Chalifoux y
Hunt, 1971; Peribdnez et al., 2001 ).
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Tabla 9 : Diferencias morfometricas de D. immitis y D. reconditum (Bowman y Lynn, 1999)

Tabla 10 : Actividad de la fosfatasas acida en los diferentes parasitos mencionados.
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Figura 21: Patrones de tincion con fosfatasa acida de microfilarias desenvainada (fotomicrografias) Extraido de Schrey
& Trautvetter (1998).

1.8.3 Radiografias toracicas

Las radiografias toracicas son Utiles para evaluar la gravedad
de las lesiones pulmonares pero no para la evaluacién de la
carga parasitaria (Venco et al.,, 2003). Proporcionan
informacion valiosa sobre la localizacion y gravedad de las
alteraciones vasculares y del parénquima pulmonar
(Losonsky et al.,, 1983; Venco et al., 2003). Si hay
remodelacion cardiaca se observa aumento de las cdmaras
cardiacas derechas y, en presencia de insuficiencia cardiaca
congestiva, se puede observar derrame pleural y edema
(Rawlings, 1986; Calvert y Rawlings, 1988).
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Los cambios de las arterias pulmonares que se observan
son dilatacidon, mayor tortuosidad y terminacién de las
mismas de forma brusca, por tromboembolismos que

interrumpen el fluyjo de los  segmentos pulmonares
(Losonsky et al., 1983).

Figura 22 y 23: Radiografias de perro con dirofilariosis,
proyecciones latero-lateral derecha y dorso ventral. En ellas se
aprecia cardiomegalia y dilatacion de las arterias pulmonares.
también patrén alveolar e intersticial.

Los cambios del parénquima pulmonar son difusos tras la
llegada temprana de las L5. En casos leves o moderados de
alteracion parenquimatosa, se pueden observar zonas de
densidad aumentada adyacentes a las arterias afectadas;
ademas, hay intensificacion de la radiodensidad intersticial
pulmonar que se extiende a partir del hilio y oscurece los
detalles vasculares. Con infeccidn severa crénica, el
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aumento de densidad puede generalizarse y afectar
cualquier punto del campo pulmonar, revelando lesiones de
tipo granulomatosas y fibréticas. El parénquima suele
mostrar una mayor opacidad alveolar a medida que

aumenta la cantidad de tromboembolismos (Rawlings y
Calvert, 1997; Miller, 1999).

La dilatacién cardiaca derecha es un cambio secundario que
sélo hay que evaluar una vez que se ha examinado la
vasculatura pulmonar. Por lo general, se aprecia mejor en las
proyecciones ventrodorsales, observdandose una silueta
cardiaca en forma de D maylscula invertida. No es
caracteristica en casos leves y es posible que no exista o no

sea evidente en casos de gravedad moderada (Gémez et
al.,1999; Kittleson y Kienle, 2000).

Cuando se ha desarrollado una insuficiencia cardiaca
derecha, puede haber liquido pleural libre, distension de la
vena cava caudal, hepatomegalia, ascitis, edema alveolar y
periférico, muchas veces asociado a hidrotérax (Georgi y
Georgi, 1994; Goéme et al.,1999). Puede presentarse
neumotdrax atribuible a fistulas broncopleurales,
provocando atelectasia y rotacién de la silueta cardiaca,
haciendo dificil la deteccién de los signos radiolégicos
(Gémez et al.,1999).
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1.8.4 Ecocardiografia

La ecocardiografia puede proporcionar evidencia definitiva
de infeccién del parasito, asi como permitir la evaluacién de

las consecuencias anatémicas y funcionales cardiacas de la
enfermedad (Nelson et al., 2005).

Este método diagnostico permite una visualizacién directa
de las camaras cardiacas, vasos comunicantes y de los
parasitos en las cdmaras cardiacas derechas, la vena cava
caudal, la arteria pulmonar principal y del tracto proximal de
ambas ramas pulmonares caudales.

La pared del parasito se observa como una estructura
altamente ecogénica y se visualiza como dos lineas
paralelas con un zona hipowcogénica entre ellas,
asemejandose a un signo “=". Estas lineas no son de mas
de 0,5 a 1 cm. de longitud, debido al dngulo de curvatura
natural que toma el parasito. Para visualizar los parasitos en
la arteria pulmonar o en las ramas proximales, es necesario

que exista un numero significativo de ellos (Rawlings y
Calvert, 1997; Miller, 1999; Dillon, 2000)

El ultrasonido cardiaco puede ayudar en la clasificacién de
la enfermedad y la estimacion de la carga parasitaria, los
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cuales afectan al protocolo de tratamiento y al prondstico
(Genchi et al., 2007a).

Sin embargo, no es un método adecuado para diagnosticar
la enfermedad en perros con infeccion ligera , ya que los
gusanos a menudo se alojan en las ramas periféricas de las
arterias pulmonares, mas allad del campo de vista ecogréfico
y los pardsitos que se encuentran en arterias lobares no son

visibles porque el ultrasonido no atraviesa el pulmén (Venco
et al., 2003; Nelson et al., 2005).

Figura 24: Doppler Color en corte transversal de la base cardiaca a nivel transaortico. Se observa imagen compatible
con regurgitacion a nivel de la valvula pulmonar.
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Figura 25: Imagen Doppler Espectral en onda pulsada, en el corte transversal de la base del corazén a nivel transaortico.
Se observan imagenes compatibles con filarias adultas en forma de dos lineas paralelas (=) hiperecoicas; dilatacion del
tronco pulmonar y alteracion del perfil de flujo asistélico de la arteria pulmonar.

Figura 26: Ventana paraesternal derecha, en corte longitudinal de cuatro camaras.Se observa a nivel del ventriculo
derecho imagen compatible con filarias adultas (=).
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Cuando los parasitos son numerosos, son mas propensos a
estar presente en la arteria pulmonar principal, rama
préoximal interlobar derecha e izquierda, o ventriculo
derecho del corazén donde se pueden visualizar facilmente.
En perros con hemoglobinuria, la visualizacion de los
gusanos en el orificio de la valvula tricispide proporciona la
confirmacién concluyente de la presencia de sindrome de |a
vena cava (Nelson et al., 2005).

Para diagnosticar una dirofilariosis, se debe obtener un
corte ecocardiografico en la proyeccién basal paraesternal
derecha de eje transversal, que incluya el tracto de salida
del ventriculo derecho, la vélvula pulmonar, la arteria
pulmonar principal y las porciones proximales de las arterias
de los lobulos caudales. La porcién de estas ramas que
tiene el tamafo suficiente como para albergar un parasito
adulto es de sélo 3 cm. de longitud (Dillon, 2000; Kittleson
y Kienle, 2000).

La ecocardiografia Doppler permite dimensionar un
aumento en la velocidad del flujo sanguineo entre atrio y
ventriculo derecho, identifica la regurgitacion a través de las
valvulas tricispide o pulmonar e, indirectamente, permite
evaluar la presidon sistélica pulmonar, el grado de
hipertension sistolica en el ventriculo derecho o diastdlica
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en la arteria pulmonar. La hipertensiéon pulmonar se
demuestra por la velocidad de regurgitacién sanguinea de
la tricispide (Borgarelli et al., 1997; Kittleson y Kienle,
2000).

Asi mismo, el indice de distensibilidad de la arteria
pulmonar derecha (RPAD) permite evaluar la presencia y
gravedad de la hipertensién pulmonar en perros infectados
por D. immitis. Las evaluaciones de este indice son un
método valioso para la detecciéon temprana de la
hipertensiéon pulmonar, incluso en ausencia de flujos de

regurgitacion durante la evaluacién doppler (Venco et al.,
2014).

1.8.5 Electrocardiografia

La electrocardiografia muestra la actividad eléctrica del
corazon. Actividades anormales (eje eléctrico desviado a la
derecha, fibrilacion auricular, bloqueos de rama derecha) se
encuentran generalmente sélo en el Ultimo estadio de la
enfermedad, cuando las cdmaras cardiacas derechas estan
gravemente danadas (Mcall, 2008a).
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Figura 28: Imagen de electrocardiograma con ondas “Q profundas”. (Derivacion Il. 25 mm/sec; 10 mm/mV).

Figura 27: Electrocardiograma que muestra fibrilacion atrial. (Derivacion 1l. 25 mm/sec; 10 mm/mV).
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Figura 29: Electrocardiograma que muestra un bloqueo de rama derecha. (Derivacion Il. 25 mm/sec; 10 mm/mV).

1.9. TRATAMIENTO

Dado que la infeccién por dirofilariosis cardiopulmonar
canina causa enfermedad pulmonar crénica, insuficiencia
cardiaca congestiva, proliferacién del endotelio vascular,
pérdida de la elasticidad arterial, inflamacion perivascular e
hipertensién pulmonar (Knight, 2004), y que por otro lado la
muerte de los parasitos adultos, ya sea debido a desgaste
natural o a la terapia adulticida, produce
tromboembolismos pulmonares, provocando un
empeoramiento del cuadro (Rawlings y Calvert, 1995), es
importante que, antes de instaurar un plan terapéutico, se
realice la evaluacién del estado clinico y cardiovascular del
paciente.
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Para ello se debe tener en cuenta:
. Historia clinica.
J Examen fisico.
e  Radiografia torécica y ecocardigrafia.
o Test de antigenos (Bowman y Atkins, 2009).

Este dltimo, aunque es un método poco refinado para
determinar la carga parasitaria, también puede tenerse en
cuenta para evaluar el nimero de pardsitos presentes en
base a la reaccién antigénica (Atwell et al., 1986; Rawlings
et al., 1993; Bowman y Atkins, 2009).

Se debe considerar que en los casos cronicos puede
observarse signos de enfermedad vascular muy avanzada
en perros con una baja carga parasitaria y, por otro lado,
animales muy inactivos pueden presentarse asintomaticos y
con minimos cambios radiograficos teniendo una elevada
carga parasitaria (Mcall, 2008a).

En funcion de la gravedad de la enfermedad, la dirofilariosis
se ha clasificado en cuatro clases o niveles de gravedad
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Tabla 11: Tratamiento de dirofilariosis en perros segun las recomendaciones de la American Heartworm Society (2015).
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(Di Sacco y Vezzoni, 1992). Sin embargo, actualmente se
prefiere una clasificacion mas simple, que clasifica los
pacientes en dos categorias, en funciéon del riesgo de
presentar complicaciones tromboembdlicas durante el
tratamiento adulticida (Mcall, 2008a). Esta clasificacion se
basa principalmente en el nimero de filarias estimado, el
tamafio y edad del perro, la severidad de la enfermedad
pulmonar y presencia de enfermedades concomitantes, asi
como la actividad fisica y la posibilidad de restriccion del
ejercicio durante el tratamiento adulticida. En la tabla 12 se
detalla la clasificacién (pag. 81).

Una vez realizada la evaluacion del paciente, el plan
terapéutico es el siguiente:

1.9.1 Eliminacion de larvas migratorias y microfilarias

Previamente al tratamiento adulticida, se deben eliminar las
larvas migratorias L3 y L4, ya que el farmaco adulticida
(melarsomina diclorhidrato), no puede eliminar filarias
menores de 4 meses de edad. La administracion de
lactonas macrociclicas a dosis preventivas durante 2 6 3
meses previos al tratamiento adulticida es lo indicado. De
esta manera, las larvas menores de 2 meses de edad son
eliminadas mientras que las larvas mayores de 2 meses
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Tabla 12: Clasificacion segun el riesgo de desarrollar complicaciones tromboembolicas durante el tratamiento adulticida
se detalla en la siguiente (McCall et al., 2008a).

alcanzardn la edad suficiente para ser susceptibles a la
melarsomina (American Heartworm Society, 2015). Ademas,
se debilita a las filarias inmaduras y reduce la masa corporal
de las hembras adultas al disminuir su capacidad. También
las microfilarias (L1) son eliminadas gradualmente mediante

la administracion de dosis preventivas mensuales (Atkins,
2011).
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La administracion de lactonas macrociclicas a dosis
microfilaricidas puede producir efectos sistémicos entre las
4-8 horas tras la administracion del farmaco, debido a la
muerte repentina de grandes cantidades de microfilarias en
perros con elevada microfilaremia (generalmente, dosis
superiores a las administradas de forma preventiva).
También se han descrito reacciones adversas en perros con
baja microfilaremia, por esta razén, se recomienda la
eliminacién gradual, desde el momento en que se
diagndstica la enfermedad (American Heartworm Society,
2015).

1.9.2. Eliminaciéon de Wolbachia

Ademads de eliminar la bacteria Wolbachia, el tratamiento
antibidtico con doxiciclina de perros infectados con D.
immitis puede inhibir la embriogénesis del parasito, el
desarrollo larvario, la produccién de microfilarias, y a largo
plazo la supervivencia de los adultos (Bandi et al., 1999;
Kramer et al., 2003; Bazzocchi et al., 2008; Grandi et al.,
2010). Wolbachia juega un papel importante en la relacién
huésped-parasito ya que estd involucrada en la interaccion
con el sistema inmune del huésped infectado (Bazzocchi et
al, 2003, 2007; Morchén et al, 2007, 2010).
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Por lo tanto, la eliminacion de la bacteria Wolbachia debe
incluirse en el tratamiento de la enfermedad. Los perros
previamente tratados con doxiciclina tendrdn menor
patologia pulmonar asociada a la muerte de las filarias
cuando se administre el tratamiento adulticida (Bazzocchi et

al., 2008).

Se administra doxiciclina a dosis de 10mg/kg BID durante 4
semanas antes de la administracién del farmaco adulticida,
eliminando asi el 90% de la bacteria Wolbachia,
permaneciendo en niveles bajos durante los 3 6 4 meses
posteriores a la administracion del antibidtico (Bandi et al.,
1999).

Existen publicaciones que han estudiado los efectos de la
doxiciclina como adulticida. Cuando la doxiciclina se
combind con ivermectina, la eficacia adulticida fue de
aproximadamente 75 a 80% vs. 8% cuando los perros se
trataron Unicamente con doxiciclina solo. Los autores
concluyeron que los efectos adulticidas de la doxiciclina no
son significativos después de diversos ciclos de
dantibiotico, (de 8 a 10 meses post infecciodn,
segundiferentes autores). A pesar de estos resultados, el
tratamiento fue eficaz para reducir significativamente las
poblaciones de Wolbachia y también observaron una
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notable reduccion de la patologia pulmonar tras la muerte
de los gusanos adultos en comparaciones de perros que no
fueron pretratados con doxiciclina (Bazzocchi et al. 2008;

Grandi et al. 2010).
1.9.3. Eliminacion de los parasitos adultos

El Unico farmaco adulticida en perros con dirofilariosis
cardiopulmonar, es melarsomina dihidrocloruro
(Immiticide®, Merial) (Atwell y Searle, 1989; Dzimianski, et
al., 1989). Se administra mediante inyeccion intramuscular
profunda en los musculos lumbares epiaxiales (entre L3 y
L5).

Existen dos protocolos para la administracién, que
dependen del estadio de la enfermedad en la que se
encuentre el animal.

Protocolo Clasico: dos inyecciones de 2,5 mg / kg de peso
corporal con 24 horas de diferencia. Este elimina sélo
alrededor de 90% de los gusanos adultos. Por lo tanto, la
clasificacion de la enfermedad y el uso del protocolo de
dos dosis no garantiza adecuadamente el éxito del
tratamiento (Keister et al., 1992; Vezzoni et al., 1992;
American Heartworm Society, 2015). Este protocolo podria
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ser administrado en perros que no muestran evidencia
clinicas ni radiogréficas de dirofilariosis, por ser pacientes
con baja carga parasitaria.

Protocolo Diferido: consiste en la administra tres dosis,
una inyeccion de 2,5 mg / kg de peso corporal seguida de
al menos un mes mas tarde por dos inyecciones de la
misma dosis con 24 horas de diferencia entre si. Elimina al
98% de los parasitos adultos.

Es el protocolo recomendado, por ser el mas seguro y
eficaz. Elimina los adultos de forma escalonada, el 50% de
los adultos en la primera inyeccion, (90% machos y 10%
hembras) y el resto con la segunda y tercera inyeccion.
(Atkins y Miller, 2003; American Heartworm Society, 2015).

Ademds, tiene la ventaja adicional de que las
complicaciones son menos severas y frecuentes, brindando
una mayor seguridad ya que esta eliminacién progresiva y
escalonada reduce el tromboembolismo producido por la
muerte de los parasitos, permitiendo al organismo del
animal eliminar los fragmentos embdlicos de forma mas
efectiva, lo que resulta en complicaciones pulmonares
menos severas y frecuentes (Miller et al., 1995; American
Heartworm Society, 2015)
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Figura 30: Linea de tiempo del desarrollo de D. immitis, mostrando los periodos de susceptibilidad a las lactosas
macrociclicas y la melarsomina. La linea de puntos representa la “brecha en el tratamiento” cuando D. immitis no se
considera susceptible a ninguno de los dos tratamientos. De Merial Limited, Duluth, GA. ©2008 (American Heartworm
Society, 2015).

1.9.4 Efectos adversos a melarsomina
Los efectos adversos observados son:

A. De tipo comportamiento: con anorexia, letargia,
postracién, temblores, inestabilidad/ataxia, agitacion.

B. De tipo respiratorio con tos, jadeo, disnea,
estertores y sincope.

C. Otros efectos adversos descritos son
hipersalivaciéon, fiebre, vomitos y diarrea (Dillon, 2000;
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Kittleson y Kienle, 2000; Ware, 2000). Por otro lado, en un
tercio de los pacientes, en el lugar de la inyeccidon, se
produce edema, enrojecimiento, miositis y dolor al
movimiento; en ocasiones se forman abscesos estériles.
Este fendmeno puede ser minimizado al asegurar que la
inyeccién se deposita en el vientre de la musculatura
epiaxial con una aguja estéril recién cambiada después de
que el farmaco se introduzca en la jeringa y que ésta sea de
longitud y calibre apropiado para el tamafio y condicion
corporal del perro.

1.9.5 Confirmacion de la eficacia del tratamiento
adulticida

Es posible una mejoria en el estado clinico sin eliminar por
completo los pardsitos adultos. Para confirmar la eficacia
del tratamiento, se debe realizar un test de antigenos a los
6 meses tras la Ultima dosis de melarsomina, aunque este
test no garantiza que el perro sea negativo a dirofilariosis ya
que puede haber presentes larvas o filarias juveniles que no
presentan suficiente carga antigénica para dar positivo. Esto
debe tenerse especialmente en cuenta si no se administro
un tratamiento con lactonas macrociclicas 2 6 3 meses
previos al tratamiento adulticida (American Heartworm

Society, 2015).
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Figura 31: Immiticide, presentacion comercial.

1.9.6 Otras consideraciones importantes
A. Restriccion de ejercicio

El tromboembolismo pulmonar es una consecuencia
inevitable de una terapia adulticida exitosa. Por lo tanto,
desde que se diagnostica la enfermedad, y sobre todo,
durante el periodo que dure el tratamiento adulticida, es
indispensable la restriccion del ejercicio del animal para
minimizar estas complicaciones derivadas de la muerte de
los parasitos. La restriccién del ejercicio (no pasear, no
correr; el perro debe permanecer en el interior o, en casos
concretos, reposo en jaula) parece ser la medida mas
importante para minimizar el dafio pulmonar y para reducir
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la hipertension pulmonar (Di Sacco y Vezzoni, 1992; Vezzoni
et al., 1992; Dillon et al., 1995; Rawlings y McCall, 1996;
McCall et al., 2008a).

B. Tratamiento del tromboembolismo pulmonar

Para controlar la inflamacién pulmonar y el posible
desarrollo de tromboembolismo pulmonar, se puede
administrar dosis antiinflamatorias de glucocorticoides
(prednisona 1 mg / kg/ 24 hs. por 7 dias), se debe ir
disminuyendo la dosis de forma gradual y semanalmente.
Se debe administrar sdlo si se considera necesario, debido
a los efectos adversos que puede presentar, como
reduccién del flujo pulmonar, empeoramiento de la
endoarteritis y efectos pro-coagulantes (Knight, 1995).

1.9.7 Extraccion quirirgica de los parasitos

Se aconseja la extraccion quirdrgica en perros con altas
cargas parasitarias o con sindrome de la vena cava.

Se puede llevar a cabo bajo anestesia general con pinzas
flexible de cocodrilo introducidas a través de la vena
yugular. La pinza flexible de cocodrilo guiado mediante
fluoroscopia puede acceder no sélo a las camaras cardiacas
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derechas, sino también a las arterias pulmonares (Ishihara et
al., 1990).

La mortalidad intraoperativa con esta técnica es muy baja.
En general, la supervivencia y la tasa de recuperacién de los
perros con alto riesgo de tromboembolismo pulmonar se
mejora significativamente tras la eliminacion fisica de tantos
gusanos como sea posible (American Heartworm Society,

2015).

Antes de elegir este método de tratamiento, se debe
visualizar mediante ecocardiogréfica las arterias pulmonares
para determinar si existe un numero suficiente de gusanos
en lugares accesibles. La extirpacion quirirgica de parasitos
puede evitar la formacién de tromboembolismo pulmonares

(Morini et al., 1998).

Este procedimiento, sin embargo, requiere una formacién e
instrumentacién especializada, incluyendo diagnostico por
imagen por fluoroscopia. Sin embargo, sigue siendo una
buena alternativa segura para el manejo de pacientes de
alto riesgo y la mejor opcién en los perros que albergan una
carga parasitaria muy elevada (Venco, 2007).
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1.10. PREVENCION

Debido a que todos los perros que viven en zonas
endémicas de dirofilariosis estan en riesgo, la
quimioprofilaxis es una prioridad. La administraciéon
apropiada de agentes quimioprofilacticos, previene la
infeccién por D. immitis e impiden la expansiéon de la
parasitosis in situ (Knight, 1994).

Ademas, la evidencia sugiere que al reducir la poblacién de
reservorios aumentando el nimero de perros que reciben
quimioprofilaxis, puede producirse una importante
disminucién de la prevalencia de la infeccién entre los
perros sin proteccion. Esta proteccidén "colateral” extiende
la cobertura de la quimioprofilaxis con mayor eficacia en las
comunidades donde la prevalencia del parasito y la
densidad de poblacién de perros son a la vez relativamente
baja. (American Heartworm Society, 2015). En la tabla 13
(pdg. 94) se describe el protocolo a seguir al administrar en
funcion de la edad del paciente.

1.10.1. Lactonas macrociclicas

Los farmacos empleados en la quimioprofilaxis pertenecen
a la clase de las lactonas macrociclicas. Existen diferentes
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vias de administraciéon (oral, tépica o inyectable) y su
posologia varia segun cual se utilice (McTier et al., 1992).

Son farmacos altamente eficaces y seguros (McCall et al.,
1996; Genchi et al., 2007b). Existen actualmente en el
mercado:

o lvermectina
. Milbemicina oxima
J Moxidectina
J Selamectina

Estos farmacos se caracterizan por interrumpir el desarrollo
de las larvas que han sido transmitidas por mosquitos al
perro durante los 30-60 dias anteriores a su administracion,
no permitiendo que lleguen a adultos.

Las lactonas macrociclicas, presentan un efecto
parcialmente adulticida frente a parasitos de 3-8 meses
post-infeccién, cuando se administran mensualmente d
forma continuada, denominado”reachback”. En
tratamientos superiores a un afio se ha reportado una
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eficacia del 95%, para el caso se la ivermectina, y de un
41,5 a 49,3 % para el caso de la milbemicina-oxima, en la

prevencién del desarrollo de las larvas L4 de D. immitis
(McCall et al., 1992; Rawlings, 2002; McCall et al., 2008b).

Las lactosas macrociclicas poseen un ratio terapéutico/
toéxico excelente,  donde las dosis quimioprofilacticas
estdndar de todas las lactonas macrociclicas han
demostrado ser seguras en todas las razas (American
Heartworm Society, 2015).

Todos los productos quimioprofilacticos que sean lactonas
macrociclicas administrados por via oral y topica estan
registrados con un intervalo de dosificacion de 30 dias.
Cuentan con una actividad antihelmintica contra las
microfilarias y larvas L3; mas alld de este intervalo, la
eficacia contra las larvas L4 disminuye y no se puede
garantizar. Los gusanos juveniles, que pueden encontrarse
ya a los 52 dias posteriores a la infeccién, son incluso
menos susceptibles a la quimioprofilaxis. A medida que los
gusanos se hacen adultos, se requiere un tiempo de
administracién  continuada de las lactonas macrociclicas
para alcanzar cierto efecto adulticida sobre las L5 vy filarias
adultas, el anteriormente mencionado efecto “reachback”
Se recomienda, por lo tanto, la administran mensual de
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forma continua (McCall, 2005; American Heartworm Society
2015).

Es importante recordar que, en casos de omisién o retraso
del tratamiento mensual, pasados dos meses, su eficacia
contra las formas larvarias desciende, por lo tanto, no debe

ser modificado el intervalo mensual recomendado para el
tratamiento. (McCall, 2001; Rawlings, 2002; McCall, 2005).

Tabla 13: Pautas de inicio del tratamiento profilactico segun la edad del paciente (American Heartworm Society, 2015).
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1.10.2. Administracién por via oral

La ivermectina y la milbemicina oxima estan disponibles
para su administracién oral con cardcter mensual. Algunas
férmulas tienen sabores y son masticables para mejorar la
aceptacion del paciente y facilitar su administracion. Las
unidades de dosis estan envasadas para los perros dentro
de los rangos de peso prescritos. Para lograr una maxima
eficacia, la profilaxis de la dirofilariosis deberad administrarse
ininterrumpidamente durante todo el afo.

Una formulacién de ivermectina / pirantel masticable est3
disponible y permiten ampliar las indicaciones para incluir
el tratamiento y control de determinados parasitos
gastrointestinales, como Toxocara canis, Toxascaris leonina,
Ancylostoma caninum y A. braziliense. Milbemicina oxima a
la dosis recomendada para la profilaxis del parésito del
corazdn es también eficaz contra T. canis, T. leonina, A.
caninum y Trichuris vulpis. En la actualidad la

recomendacion mas aceptada es tratar durante todo el afio
(Nelson et al., 2005b).

1.10.3. Administracién por via tépica

La moxidectina y la selamectina estan disponibles como
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formulas liquidas de aplicacion tépica. Los pardmetros para
el tratamiento con productos de uso tépico son los mismos
que para la quimioprofilaxis mensual por via oral. Estos
farmacos también son eficaces en la prevencién de otros
parasitos internos en el perro como son T. canis, T. leonina y
Otodectes cynotis, Rhipicethalus sanguineus y Sarcoptes
scabiei (Clemencia et al.,, 2000; McTier et al., 2000;
Dzimianski et al., 2001; McCall et al., 2001).

1.10.4. Administraciéon parenteral

Una formulacién inyectable de  moxidectina, capaz de
proteger al perro de una infeccién por D. immitis tras una
sola administracién, proporciona proteccién continua
durante 12 meses. Se trata de una formulacién de
liberacion lenta de microestferas lipidicas impregnadas con
moxidectina que se inyecta subcutdneamente. La
eliminacién de microfilarias es generalmente completa en el
plazo de un mes después de la inyeccion (American
Heartworm Society, 2015).

1.10.5. Falta de eficacia y resistencia parasitaria

Las lactonas macrociclicas como preventivos de la
dirofilariosis poseen una eficacia del 100%. Sin embargo,
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existen informes de falta de eficacia en varias regiones del
mundo. Hay muchos motivos posibles, incluyendo:

o No haber administrado el suficiente farmaco
preventivo.

° La omisidon de administracidn del farmaco cuando
deberia haberse hecho.

e El fracaso del perro reteniendo la dosis y fallo de
la absorcion del principio activo.

. Las variaciones biolégicas entre los
hospedadores al metabolizar el farmaco y en sus respuestas
inmunoldgicas.

e Las variaciones en la susceptibilidad al farmaco
del parasito.

Asi pues, el motivo exacto puede ser dificil o imposible de
determinar (Atkins, 2011; American Heartworm Society,

2015).

Solamente una cepa de filarias, la MP3 de D. immitis ha
demostrado poseer resistencia a las lactonas macrociclicas.
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Fue aislada en el aflo 2006 en un perro de Estados Unidos,
que nunca recibid tratamiento preventivo. Desde entonces,
esta cepa se mantiene de forma experimental en perros de
laboratorio (Atkins, 2011; Blagbur, et al., 2011; Snyder et al.,
2011; Bowman, 2012).

Siempre ha existido polimorfismo genético en las
poblaciones de filarias y probablemente existan alelos que
contribuyan a la creacidén de resistencias en un gen o
multiples genes, que pueden conducir a un descenso o
pérdida de susceptibilidad a las lactonas macrociclicas. Lo
que se desconoce es la frecuencia de estos alelos, el
nimero de genes implicados y si estos alelos son
dominantes o recesivos a la hora de expresar el fenotipo
resistente (Blagburn et al., 2010; Bourguinat et al., 2010;
2011, 2015).

Es importante que se entienda que los parasitos no se
vuelven resistentes, sino que el empleo de los farmacos
preventivos selecciona los parasitos con resistencia genética
(Bowman, 2012; Bourguinat, 2015).
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2. INFLAMACION
2.1. CONCEPTO

La inflamaciéon es una respuesta de los tejidos
vascularizados, a las infecciones y a los tejidos danados;
que trae células y moléculas de defensa de la circulacién a
los sitios donde se necesitan, con el fin de eliminar los
agentes ofensivos. Los mediadores de la defensa incluyen
células fagociticas, anticuerpos y proteinas del
complemento. La mayoria de éstos circulan en la sangre o
residen en los tejidos; pudiendo ser reclutados
rapidamente en cualquier sitio en el cuerpo.

La reaccién inflamatoria tipica se basa en una serie de pasos
secuenciales:

1. El agente agresor, que se encuentra en los tejidos
extravasculares, es reconocido por las células y moléculas.

2. Los leucocitos y proteinas plasticas son
reclutados de la circulacidn al sitio donde se encuentra el

agente agresor.

3. Los leucocitos y proteinas se activan y trabajan juntos
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juntos para destruir y eliminar la sustancia nociva.
4. Lareaccion se controla y se finaliza.
5.  El tejido danado es reparado.

Por lo tanto, la finalidad defensiva de la inflamacidon
constituye una respuesta protectora: sirve para liberar el
huésped, tanto de la causa inicial de la lesion como de las
consecuencias de la misma (por ejemplo, células y tejidos

necroticos) (Gallin et al., 1989, Garcia de Lorenzo y Mateos
et al., 2000).

2.2. HITOS EN LA INFLAMACION

Aunque las primeras descripciones de las caracteristicas
clinicas de la inflamaciéon se describieron en un papiro
egipcio que data de alrededor de 3000 AC. Celso, escritor
romano del primer siglo D.C. enumeré los cuatro signos
cardinales de la inflamacion (calor, rubor, tumor y dolor). Un
quinto signo clinico -pérdida de la funcién-, fue introducido
por Rudolf Virchow en el siglo XIX.

En 1793, el cirujano escocés John Hunter sefialé lo que
ahora se considera un hecho evidente: la inflamacién no es
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Figura 1: Secuencia de eventos en una reaccion inflamatoria. Macroéfagos y otras células reconocen microorganismos y
dafios celulares, liberando mediadores que desencadenan las reacciones vasculares y celulares de la inflamacién.
Imagen extraida de Kumar et al. (2015).
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una enfermedad sino un respuesta estereotipada que tiene
un efecto saludable en su huésped. En el 1880, el bidlogo
ruso Elie Metchnikoff descubrié el proceso de fagocitosis
mediante la observacion de la ingestién de espinas de las
rosas por amebocitos de larvas de estrellas de mar y la
ingestién de bacterias por los leucocitos de mamiferos.
Llegd a la conclusion de que el propdsito de inflamacion
era traer células fagociticas al area lesionada para engullir
bacterias invasoras. Sir Thomas Lewis, estudié la respuesta
inflamatoria en la piel, y establecié el concepto de que las
sustancias quimicas, tales como la histamina (producida
localmente en respuesta a la lesion), son las responsables
de mediar en los cambios vasculares de la inflamacién. Este
concepto fundamental subyace en los descubrimientos
importantes de mediadores quimicos de la inflamacion y el
uso de farmacos antiinflamatorios en la medicina clinica
(Kumar et. al., 2015).

2.2.1. Historia de las Proteinas de fase Aguda

En el afio 1930, Tillet y Frances utilizaron por primera vez el
término “fase aguda” cuando identificaron una sustancia en
el suero de los pacientes con infeccién aguda por neumonia
neumococica; esto sucedid al formarse un precipitado
durante la combinacién del polisacarido C y el
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Streptococcus pneumoniae. Este polisacarido C fue, mas
tarde, denominado proteina C reactiva (CRP).

Posteriormente, se encontré que esta reaccion no era Unica
de la neumonia neumocécica, pudiéndose encontrar en
otras infecciones agudas. Esta fue la primera evidencia de la
respuesta quimica del cuerpo para estados inflamatorios y
condujo a la caracterizacion de otras sustancias llamadas
"proteinas de fase aguda" (Abernethy et al., 1941;
MaclLeod et al., 1941).

Desde su descubrimiento, las proteinas de fase aguda han
sido utilizadas como una herramienta para la deteccion de
la inflamacidén oculta, como un marcador de actividad de la
enfermedad y, por ultimo, como una herramienta de
diagnostico (Pepys, 1981). Recientemente, los métodos mas
rapidos y precisos de cuantificar la CRP han llevado a un
renovado interés por su valor en la medicina clinica.

2.3. TIPOS DE INFLAMACION

La inflamacién segun su duracion, se divide en aguda vy
cronica.

La inflamaciéon aguda, es una respuesta rapida a las
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infecciones y al dafo en los tejidos. Normalmente se
desarrolla en cuestion de minutos, o de horas, y es de corta
duracion. Sus principales caracteristicas son: la exudacion
de proteinas del liquido y de plasma (edema) y la
emigracién de leucocitos, predominantemente neutréfilos
(también llamados leucocitos polimorfonucleares).

Los cambios que se producen tras la lesién tisular se deben
a tres procesos:

1. Cambios en el flujo y calibre vascular, en consecuencia,
aumenta el flujo sanguineo.

2. Cambios estructurales en los vasos sanguineos,
aumentando la permeabilidad vascular e induciendo la
formacion de exudado inflamatorio.

3. Paso de los leucocitos del espacio vascular al
extravascular alcanzando asi el foco de las lesiones.

El resultado de todo ello es el acumulo de un fluido rico en
proteinas, fibrina y leucocitos.

En los primeros 10-15 minutos se produce una hiperemia
por dilatacion de arteriolas y vénulas y, apertura de los
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vasos de pequefo calibre. Tras esta fase aumenta la
viscosidad de la sangre, lo que reduce la velocidad del flujo
sanguineo. Al disminuir la presién hidrostatica en los
capilares, la presion osmética del plasma aumenta, y en
consecuencia un liquido rico en proteinas sale de los vasos
sanguineos originando el exudado inflamatorio.

Cuéndo la inflamacién aguda alcanza su meta deseada, es
decir eliminar el agente causal, la reaccién desaparece. Pero
si la respuesta no logra despejar el estimulo, la reaccion
puede progresar a una fase prolongada que se llama
“inflamacidn crénica” (Muller, 2002; Licastro et al., 2005;
Kumar et al., 2015).

Figura 2: A. La presion hidrostatica normal (flecha azul) es de aproximadamente 32 mmHg en el extremo arterial de un
lecho capilar y 12 mmHg en el extremo venoso; la presién osmética coloide media de tejidos es de aproximadamente 25
mmHg (flecha verde), que es igual a la presién capilar media. Por lo tanto, el flujo neto de fluido a través del lecho
vascular es casi nula. B. Se forma un exudado en la inflamacion, ya que aumenta la permeabilidad vascular como
consecuencia del aumento de los espacios inter-endoteliales (Kumar et al,. 2015).
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La inflamacién crénica dura semanas, meses o incluso anos
y se caracteriza histolégicamente por el infiltrado de
linfocitos y macréfagos con la proliferacién de vasos
sanguineos y tejido conectivo.

Tiene dos caracteristicas importantes:

1. El infiltrado celular estd compuesto sobre todo por
macréfagos, linfocitos y células plasmaticas.

2. La reaccién inflamatoria es mas productiva que exudativa,
es decir, que la formacién de tejido fibroso prevalece sobre

el exudado de liquidos.

La inflamacién crénica puede producirse por diversas
causas:

a) Progresion de una inflamacion aguda.
b) Episodios recurrentes de inflamacién aguda.

c) Inflamacidn cronica desde el comienzo, asociada a
infecciones intracelulares (tuberculosis, lepra, etc.).
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Microscépicamente la inflamacién crénica se caracteriza por
la presencia de macréfagos y sus derivados (células
epitelioides y gigantes), linfocitos, células plasmaticas,
neutrdfilos, eosindfilos y fibroblastos.

La inflamacién aguda es una reaccién de defensa conocida
como la inmunidad innata, y la inflamacién crénica es mas
prominente en las reacciones de la inmunidad adaptativa
(Muller, 2002; Licastro et al., 2005; Kumar et al., 2015).

Figura 3: Resultados de la inflamacion aguda: resolucion, curacién por fibrosis o inflamacién crénica. Se enumeran los
componentes de las diversas reacciones y sus resultados funcionales.Extraido de Kumar e/ al., (2015).
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2.4. RESPUESTA DE FASE AGUDA
2.4.1. Conceptos generales

La respuesta de fase aguda se refiere a una reaccién rapida,
no especifica y compleja, de un grupo de proteinas de la
sangre, que se produce poco después de cualquier lesion
del tejido que altere la hemostasis. Se considera un proceso
dindmico que implica cambios sintéticos y metabdlicos que
proporcionan un mecanismo de defensa no especifica
temprana antes de conseguir la inmunidad especifica (Saini
et al., 1991; Suffredini et al., 1999).

El origen de esta respuesta se atribuye a enfermedades
infecciosas, inmunolégicas, neoplésicas, traumaticas, u otras
causas; y su propésito es el de restaurar la homeostasis para
eliminar la causa del disturbio (Whicher y Westacott, 1992;
Ebersole et al., 2000; Murata et al., 2004).

Segun Whincher y Westacott (1992), las principales
funciones de esta respuesta sistémica son:

- Proporcionar energia y substratos para la lucha frente a los
patégenos invasores.
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- Evitar la transferencia de metabolitos necesarios
para los patégenos.

- Limitar el dafio causado por los patdgenos y/o
eliminar el tejido dafado o infectado y restaurar el tejido
sano.

La respuesta de fase aguda en su fase inicial produce una
respuesta local en la zona lesionada que tiene
consecuencias inmediatas como:

1. Aumento de la permeabilidad vascular.
2. Activacion de leucocitos que liberan mediadores
inflamatorios para provocar la llegada de granulocitos y

monocitos a la zona lesionada.

3. Agregacién plaquetaria para hacer frente al dafo
vascular ocasionado.

4. Activacion de células endoteliales y fibroblastos
(Heinrich, 1990).
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Figura 4: Desencadenamiento de la respuesta de fase aguda, con los diferentes tipos de estimulacion hepatica.

Posteriormente y, como consecuencia de esta respuesta
local, las células activadas provocan la liberaciéon de factores
de comunicacidon celular denominados “citocinas”. Las
principales citocinas son la IL-1, IL-6 y TNF que actdan en
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receptores especificos de diferentes células provocando
una reaccién sistémica (Ebersole et al., 2000) que se puede
resumir en:

1. Fiebre

2. Neutrofilia

3. Aumento de las concentraciones de ACTH y cortisol

4.  Disminucién del hierro y zinc

5. Cambio en el metabolismo lipidico, aumento de la
gluconeogénesis e incremento del catabolismo proteico

muscular y transferencia de aminoacidos al higado

6. Activacién de la cascada del complemento y de la
coagulacién

7. Induccién de la sintesis de las denominadas “proteinas
de fase aguda”
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Tabla 1. Las principales funciones biologicas de las citocinas interleuquina-1 (IL-1), interleuquina-6 (IL-6) y el factor alfa
de necrosis tumoral (TNF-a) (Petersen et al., 2004).
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2.4.2. Proteinas de fase aguda

Las proteinas de fase aguda (PFA) son uno de los mayores
componentes de la respuesta de fase aguda, donde su
concentracion sérica cambia draméaticamente. Dada esta
caracteristica, las PFA han sido definidas como aquellas
proteinas cuyas concentraciones plasmaticas se modifican
en al menos un 25% tras un estimulo inflamatorio (Kushner
et al., 1993; Petersen et al., 2004; Cerdn et al., 2005).

Figura 5: Principales funciones de citoquinas en la inflamacion aguda. Fuente: Kumar et al., (2015).
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2.4.3. La induccion y la regulacion de la respuesta de
Fase Aguda.

El higado juega un papel importante en los mecanismos de
defensa del huésped. Las células de Kupffer son
responsables de la recoleccidon de residuos bacterianos, la
inactivacion de los productos bacterianos, y la produccién y

aclaramiento de mediadores inflamatorios (Dhainaut et al.,
2001).

Las PFA son producidas principalmente por hepatocitos en
respuesta al estimulo originado por la liberacion de las
citoquinas pro-inflamatorias (predominantemente IL-18, IL-6
y TNF-a). Los hepatocitos modifican su ruta metabdlica
hacia la gluconeogénesis, la captacion de aminoacidos, y el
aumento de la sintesis de factores de la coagulacién vy

factores del complemento, inhibidores de proteasa y PFA
(Dhainaut et al., 2001).

Ademas de la produccion hepatica, existen evidencias de
una produccion de proteinas de fase aguda extrahepética
en diversos tejidos, lo que apoya adn mas el importante
papel de las PFA en defensa no especifica del huésped. El
tejido pulmonar, los enterocitos, la glandula mamaria e
incluso células como adipocitos, incrementan la expresion
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de ARNm de PFA tras la estimulacion por citocinas (Murata,
1993; Hiss et al., 2004; Jacobsen et al., 2005; Skovgaard et
al., 2009).

Diferentes sustancias como los glucocorticoides,
especialmente, los factores de crecimiento, y las citocinas
anti-inflamatorias, tienen importantes efectos moduladores
sobre la produccién de PFA (Gabay y Kushner, 1999). El eje
hipotalamo hipdéfisis adrenal (HPA) sintetiza
glucocorticoides, que actian para suprimir las citocinas pro-
inflamatorias, al tiempo que regula las citocinas anti-
inflamatorias (Bethin et al., 2000). Asi, el eje HPA contribuye
a la modulacion de la sintesis de PFA. Por el contrario, las
citcinas modulan la produccién de glucocorticoides por el
eje HPA. Por ejemplo, IL-6 estimula el eje HPA e induce un
aumento de la funciéon suprarrenal, que a su vez suprime la
producciéon de citocinas por retroalimentacion negativa
(Bethin et al., 2000).

116 ® ESTUDIO DE LAS PROTEINAS DE FASE AGUDA EN PERROS CON DIROFILARIA IMMITIS



Tabla 2: Condiciones asociadas con el incremento de las PFA (Martinez Subiela et al., 2001).

Nota: esta leyenda se corresponde con la figura 6 de la pagina siguiente.
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2.4.4. Clasificacion de las Proteinas de Fase aguda (PFA):

Algunos autores han sugerido una division de las PFA en,
PFA de tipo 1y tipo 2 (Baumann et al., 1994; Ebersole y
Capelli, 2000). Esta clasificacion se basa en dénde actue la
principal citocina que induce su sintesis, a través de
diferentes receptores situados en la membrana de los
hepatocitos. Asi se describen:

e  PFA tipo 1: sintetizada por el mediador IL-1 (junto a
TNF-a), donde encontramos SAA, CRP, Complemento C3 y
o 1- glicoproteina acida.

*  PFA tipo 2: inducidas por IL-6 e inhibidas por IL-1. En
este grupo se incluyen Hp, fibrindgeno, o1-
antiquimiotripsina, &1- antitripsina y &2- macroglobulina.

Una caracteristica de las PFA de tipo 1 es que su sintesis
estd sinérgicamente inducida por la IL-6, mientras que las
PFA del tipo 2 parecen ejercer una retroalimentacién

negativa sobre la produccién de citoquinas de tipo IL-1
(Schindler et al., 1990; Jordan et al., 1995).

Durante la respuesta de fase aguda, la concentracion sérica
de la PFA cambia dramaticamente. Sobre la base de esta
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caracteristica se pueden clasificar, en PFA positivas y PFA
negativas, de acuerdo con la magnitud de su crecimiento o
su disminucion, respectivamente (Petersen et al., 2004).

e Las PFA positivas son aquellas cuyos niveles se ven
incrementados. La PFA positivas incluyen haptoglobina,
proteina C-reactiva, amiloide sérico A, ceruloplasmina,
fibrindgeno y o 1 —glicoproteina acida-.

° Las PFA negativas presentan un descenso en sus
niveles tras el estimulo inflamatorio. Incluyen la transferrina
y la albumina, que es la proteina mas abundante del
plasma, cuya concentracion sérica disminuye 10-30% en
todas las especies de mamiferos estudiados (Mackiewicz,

1997).

En funcion de la magnitud del incremento, las PFA positivas
se subdividen en tres grupos (Eckersall 2008):

1. PFA mayores: engloba las proteinas cuyos niveles
iniciales en animales sanos son menores a 0.01mg/ml y
cuyas concentraciones incrementan mas de 100 veces su
valor inicial, durante la respuesta de fase aguda.

2. PFA moderadas: son aquellas proteinas plasmaticas
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cuyos niveles se ven incrementados en 2 o 3 veces durante
el transcurso de la respuesta de fase aguda.

3. PFA menores: se encuentran aquellas proteinas cuyos
niveles se ven incrementados Unicamente sobre el 50% de
su valor inicial.

Esta clasificacion es valida para las PFA en todas las
especies animales, incluido el ser humano, pero hay que
tener en cuenta que existen diferencias interespecificas
como se muestra en la tabla 3 (pag. 124).

La concentracidn maxima en suero, de PFA, se suele llegar a
dar en menos de 24 a 48 h después de la iniciacién. El
descenso coincide con la recuperacién de la infeccion
(Ballou et al, 1992) y, en general, las normas de
retroalimentacién limitarédn la respuesta en un periodo de
cuatro a siete dias, siempre y cuando no se produzca un
estimulo mayor.

Algunos ejemplos de cada tipo de PFA se dan en la Figura
/7 (pag.122).
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2.5. PROTEINAS DE FASE AGUDA COMO
BIOMARCADORES EN MEDICINA HUMANA Y
VETERINARIA

En medicina humana, y cada vez méas en veterinaria, la
monitorizacion de las concentraciones plasmaticas de estas
proteinas, proporcionan una valiosa informacién en diversos
problemas patolégicos que cursan con inflamacion,
pudiendo ser utilizada no soélo para el diagndstico, sino
también para monitorizar la evoluciéon de la enfermedad y
evaluar la respuesta a los tratamientos aplicados.

Son parametros inespecificos, indicadores de la presencia

de condiciones inflamatorias, pero que no indican su causa
(Eckersall y Bell, 2010; Martinez Subiela et al., 2011).

2.5.1. Proteinas de fase aguda en medicina humana

Las indicaciones clinicas de |la medicidn de |la concentracidon
de las PFA en el plasma son multiples.

La CRP es la PFA mas utilizada en la especie humana; su
concentracién se incrementa a las 6-8 h de producirse la
inflamacién, llegando a su concentracién maéaxima
aproximadamente a las 48 h. Los niveles plasmaticos de
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Figura 7: Clasificacion de las Proteinas de fase aguda segun el tipo y la magnitud de su respuesta.
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CRP suelen ser més altos en infecciones bacterianas que en
infecciones viricas.

2.5.2. Proteinas de fase aguda en pequeios animales

En perros y gatos se han definido las alteraciones que
sufren las PFA en diferentes tipos de patologias; a pesar de
que en el gato la respuesta de PFA no se ha estudiado tan
extensamente como en el perro. Ambas especies muestran
pequefias diferencias en cuanto al comportamiento de las
PFA; en el perro se considera la CRP y la amiloide A sérica
(SAA) como las principales PFA mientras que en el gato son
la SAA y la alfal-glicoproteina acida (GPA) (Cerdn et al.,
2005).

El recuento de células blancas (WBC) es un test clasico que
se utiliza ampliamente en estas especies para el diagnostico
y monitorizacion de las enfermedades que cursan con
inflamacién. Existe cierta relacion entre el WBC vy la
concentraciéon plasmatica de PFA (Cerdn et al.,, 2005), pero
se considera que la determinacién de PFA presenta ventajas
con respecto al WBC. Por ejemplo, las PFA se incrementan
en determinados casos en los que no se observan cambios
en el WBC. Las PFA son mas estables que los componentes
celulares de la sangre y, en teoria, su respuesta es mas
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Tabla 3: Diferentes patologias en humanos, donde se aplica la prueba de PCR en el servicio de urgencia.
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rapida que los cambios producidos en el WBC (Ceron et al.,
2005).

En la especie canina, se ha demostrado el incremento de la
concentracién sanguinea de PFA en enfermedades
gastrointestinales, pancreatitis, sindrome inflamatorio de
respuesta sistémica (SIRS), neoplasias,
hiperadrenocorticismo y en meningitis-arteritis que
responde a corticosteroides. También se describen
incrementos de la concentraciéon plasmaticas de CRP en
numerosas enfermedades infecciosas como por ejemplo la
leishmaniosis, babesiosis, leptospirosis, parvovirosis y en la
endotoxemia producida por Escherichia coli (Eckersall y
Bell, 2010).

Tabla 4: Principales proteinas de fase aguda (PFA) en las diferentes especies. CRP: Proteina C reactiva. SAA: Amieloide
A sérica. AGP: alfa1-glicoproteina acida. PIG-MAP: Major Acute-phase Protein.
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En la especie felina la determinacion de GPA es un
biomarcador reconocido de peritonitis infecciosa felina. La
SAA es la PFA que responde de forma mas rapida en esta
especie y se ha demostrado su utilidad diagnéstica y de
monitoreo en determinadas enfermedades inflamatorias e
infecciosas (Eckersall y Bell, 2010).

2.6. CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS Y FUNCION
FISIOLOGICA DE LAS PROTEINAS DE FASE AGUDA
OBJETO DEL ESTUDIO.

2.6.1. Proteina C Reactiva (CRP)

La CRP fue la primera PFA que se describi6. Fue descrita
por primera vez en 1930 por Tillet y Frances como
componente del suero de pacientes humanos en la fase
aguda de la neumonia neumocdcica (provocada por
Streptococcus pneumoniae). El descubrimiento de la PCR
se basd en observaciones de la aglutinacion del suero
humano con ciertos miembros de neumococo spp.
mediante la unién a un polisacérido-C, la propiedad que
mas tarde dio su nombre de “proteina C-reactiva” (Tillet et

al., 1930).

En 1950 aparecio el primer informe de la aplicacion médica
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de CRP en pacientes reumaticos donde se superviso la
actividad reumatica de éstos (Anderson y McCarty, 1950). Ya
en la década de 1960, se vio que un andlogo de la CRP
humana era la CRP canina, donde se investigd a pacientes
caninos en periodos agudos de diferentes enfermedades,
pero no fue hasta 1970 donde se aislé y cuantificd la CRP
canina mediante el uso de anticuerpos anti-CRP caninos
especificos (Gotschlich 1962; Riley y Coleman, 1970; Riley y
Zontine, 1972).

Entre la década de 1980 y 1990, la CRP canina se estudié
mas a fondo. Debido a las similitudes de la CRP entre los
humanos y los perros, estos fueron utilizados como modelos
de fase aguda para los humanos (Caspi et al, 1984;
Eckersall y Conner, 1988; Yamamoto et al., 1992).

En los ultimos ahos existe un interés acrecentado, ya sea
por los beneficios que aportan los estudios en la medicina
veterinaria como también a la medicina humana, ya que
sirven como modelos importantes para estudiar el papel de
la respuesta de fase aguda en diferentes enfermedades
humanas, tales como la enfermedad cardiovascular o la
aterosclerosis (Burton et al.,1994; Higgins et al., 2003;
Kumagai et al., 2004).
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A. Estructura

La CRP es un miembro de la proteina de la familia
pentraxina, que es un grupo filogenéticamente antiguo de
proteinas que se encuentran en ambos vertebrados e
invertebrados (Robey y Liu, 1981; Baltz et al., 1982). Con un
peso molecular de aproximadamente 100 kD, con 5
subunidades idénticas polipeptidicas de 20 kD cada una
asociadas por uniones no covalentemente dispuestos en

una estructura plana de anillo pentagonal (Pepys et al., Baltz
1983).

Cada subunidad tiene la capacidad para unirse
directamente a diferentes tipos de microorganismos
activando la via clasica del complemento, hecho que
permite la opsonizacion de los microorganismos. El
complejo resultante de la union de CRP y patégenos
interacciona con los receptores especificos de los fagocitos,
induce la produccién de citoquinas anti-inflamatorias y
modula la funcién de los neutrdfilos (Eckersall, 2008 ).

Examinadas por microscopia electrénica, la CRP canina
tiene semejanza con la CRP humana; la principal diferencia
entre las proteinas es que 2 de las 5 subunidades de CRP
canina estan glicoziladas, lo que podria explicar en parte las
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dificultades de la utilizacion de anticuerpos dirigidos contra

la CRP humana para medir el CRP canina (Cerén et al,
2005 ).

Figura 8: Estructura quimica de la CRP.

B. Funcion biolégica

Las funciones bioldgicas descritas en la literatura son, por
un lado, promover la limpieza de células apoptoticas (Fiedel
et al., 1982; Volanakis et al.,1982; Cheville,1988); ademéas,
induce la agregacidn-precipitacion de las células o
particulas a las que se fija (Young y Williams, 1978), también
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sostiene la producciéon de TNF-a. (Ballou et al., 1992;
Gershov et al.,, 2000) y fomenta la expresién de factores
tisulares en células mononucleares (Dhainaut et al., 2001).
La CRP ademads, disminuye la acumulacion de neutréfilos en

los procesos inflamatorios  (Zouki, 1997; Petersen et al.,
2004).

TABLA 5: Funciones biolégicas de la CRP en animales (Petersen et al., 2004)

C. Ensayos para la determinaciéon de la CRP

La determinacién de CRP en suero o plasma se realiza
generalmente mediante ensayos inmunoldgicos utilizando
anticuerpos especificos de CRP caninos. Varios métodos se
han desarrollado y descrito con el propésito de cuantificar
CRP en perros (Cerdn et al., 2005). En la tabla 6 (pag.133) se
citan los principales ensayos.

Existe un kit comercial de ELISA (Rango Fase, Tridelta,
Kildare, Irlanda ) que es especifico para CRP canina, que ha
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sido validado para su uso en laboratorio clinico, pero se
necesitan mejoras en la técnicas ya que el método tiene una
alta variacion. Por otra parte, el anélisis cuantitativo de CRP
canino por ELISA consume tiempo y es caro por lo que no

es Optima para el uso clinico de rutina (Kjelgaard-Hansen et
al., 2003b; Martinez Subiela et al., 2005).

A pesar de los diversos métodos, no se disponen
demasiadas alternativas en el mercado para la
determinacién de CRP canina mediante métodos
cuantitativos.

Por otro lado, estd comercialmente disponible un
inmunoensayo turbidométrico automatizado de CRP sérica
humana que puede ser védlido para medir la concentracién
de CRP canina en suero (K-ensayo, Kamiya Biomedical
Company, Seattle, EE.UU) (Kjelgaard-Hansen et al., 2003a);
sin embargo, existen varios informes sobre la reactividad
cruzada de CRP canina hacia diferentes anticuerpos anti-
CRP humana donde se encontraron con ninguna reactividad
cruzada observada, o un grado indeterminado de reactivad
cruzada, lo que los hace insuficiente para los propdsitos de
ensayo cuantitativos. Asi, el potencial de la utilizacion de
anticuerpos humanos anti PCR para la determinacion de
CRP canina sigue siendo una cuestion poco clara (Caspi et
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al., 1984;. Maudsley y Pepys, 1987; Yamamoto et al., 1993;
Parra et al., 2002).

Recientemente, un ensayo rapido de inmunocromatografia
en tira, para determinar CRP canina estd disponible,
brindando resultados rapidos tras la diluciéon de la muestra.
Los resultados falsos positivos son una de las principales
limitaciones de esta prueba. (McGrotty et al., 2004; Cerdn
et al., 2005).

2.6.2. Haptoglobina (Hp)

La haptoglobina (Hp) es una proteina de fase aguda, cuya
funcién principal es neutralizar la hemoglobina (Hb) que se
libera en la circulacion por hemdlisis o destruccion normal
de glébulos rojos (RBC). Se sintetiza principalmente en los
hepatocitos en respuesta a la secreciéon de citoquinas tales
como la IL-6, IL-1 y factor de necrosis tumoral (TNF) (Raynes
et al.,1991; Petersen et al., 2004).

Se considera un PFA moderada en los perros debido a que
su concentracién aumenta tipicamente de 2 a 3 veces en la
respuesta a la inflamacién, infeccién, cirugia o trauma
(Eckersall y Conner 1988).
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Tabla 6: Principales ensayos para la determinacion de CRP.
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Esta PFA fue descrita por primera vez por Polonovski y
Jayle (1939) mientras que Smithies determind el
polimorfismo en la proteina (Smithies y Walker, 1955).

El nombre de haptoglobina se le otorgo debido a su
capacidad de union con la hemoglobina que se libera en la
circulacion general tras la destruccién de los eritrocitos. La
Hp al unirse a la Hb, evita la excrecion renal de hierro y
protege los vasos sanguineos de los efectos oxidativos por
esta proteina (Giblett, 1968).

La medicion de la concentracion de Hp en la circulacion, se
puede utilizar para determinar si ha habido recientes
episodios de hemdlisis; se produce un aumento del
consumo Hp durante los episodios de hembdlisis,
conduciendo a niveles plasmaticos de Hp reducidos
(Silverman y Christenson, 1994). Debido a que Hp es
también una proteina de fase aguda positiva con
propiedades inmunomoduladoras que pueden inhibir o
estimular la respuesta inmune, la concentracion de esta
proteina es elevada en los procesos inflamatorios e
infecciosos (Braeckman et al., 1999).
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A. Estructura

La haptoglobina (Hp) es una &2-glicoproteina sérica. Se
compone de subunidades alfa y beta y tiene una
disposicion de tetra cadena (beta-alfa-alfa-beta) conectados
por puentes disulfuro en la mayoria de los mamiferos
examinados hasta ahora. Los perros tienen sélo 1 subtipo
de Hp en comparacion con los seres humanos, que tienen 3
subtipos (Hp 1-1, 2-1 Hp, Hp y 2-2). Sin embargo, la Hp
canina se asemeja estrechamente con la Hp 1-1 humana,
con respecto al contenido de aminoéacidos, el peso
molecular, el patrén electroforético en gel de almidon, y la
existencia de Alfa y Beta subunidades en una disposicién de
tetra cadena (Mominoki et al., 1995; Cerdn et al., 2005).

Es una molécula bivalente (xB)2 con un peso molecular de
81 kD. A pesar de la semejanza con la Hp humano 1 -1, la
Hp canina tiene 2 diferencias estructurales:

e las 2 cadenas a-B estédn unidas por una interacciéon no
covalente en lugar de por un puente disulfuro (esta

vinculacién no covalente también existe en felino Hp),

e ylacadena « tiene un secuencia de oligosacarido de
unién y estd glicosilada, mientras que el humano es una
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cadena no glicosilada (Mominoki et al., 1995).

Estas particularidades estructurales pueden ser
responsables de la divergencia de los resultados en el
reconocimiento de los caninos y felinos Hp por anticuerpos
dirigidos contra Hp humana (Cerdn et al., 2005).

Existen estudios que informan que el anticuerpo
monoclonal contra Hp humana no reconoce la Hp canina y
felina, posiblemente porque este anticuerpo fue dirigido al
enlace disulfuro que une las cadenas de Hp que no estd
presente en los perros y gatos. Sin embargo, otros estudios
han demostrado que los métodos de humanos basados en
la reaccion antigeno-anticuerpo se pueden aplicar a la
medicién de Hp canina (Weidmeyer et al., 1996; Katnik et
al., 1998;).

La glicosilacién de Hp se produce durante la reaccién de
fase aguda en perros (Andersson y Sevelius, 2001), pero la
metodologia de deteccion es actualmente demasiado

engorrosa para que se utilice para el diagnostico (Eckersall
y Bell 2010).
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Figura 9: Modelo del complejo hexamero de a,B-hemoglobina/haptoglobina

B. Funcién biolégica

Se han propuesto numerosas funciones para la Hp, pero la
principal funcién, sin lugar a dudas, es evitar la pérdida de
hierro por la formaciéon de complejos muy estables con la
hemoglobina (Hb) libre en la sangre (Petersen et al., 2004).

La Hb libre en el plasma, es téxica y pro-inflamatoria, pero
gracias a la elevada capacidad de unién de la Hp a la Hb, se
previene el dano oxidativo que pueden sufrir los tejidos
debido a la actividad peroxidasa que presenta la Hb libre
de forma inherente (Wagener et al., 2001; Yang et al., 2003).

Ademas, tiene un efecto bacteriostatico, gracias a la
capacidad que tiene de unién al grupo hemo, reduciendo la
disponibilidad del hierro necesario para el crecimiento de
las bacterias (Eckersall, 2008).
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La excrecién renal de la Hb libre no se ve hasta que la
capacidad de unién con la Hp se satura. Se cree que los
complejos Hb-Hp se dirigen hacia el higado, al sistema
reticuloendotelial y son metabolizados por las células de
Kuppfer (Laurell et al., 1957; Putnam, 1975; Cerén et al,,
2005).

Sus concentraciones plasmaticas se ven incrementadas en
condiciones inflamatorias o infecciosas, ya que en
condiciones fisioldgicas, los niveles de Hp esta especie no
son detectables, viéndose incrementados de forma

considerable en presencia de un proceso inflamatorio
(Martinez Subiela et al., 2004).

Esta PFA es particularmente sensible a los efectos de los
corticoides en el perro para ya que se encuentran niveles
elevados de Hp después del tratamiento con
corticosteroides y durante el hiperadrenocorticismo (Harvey
y West, 1987, Solter et. al.,1991; Martinez Subiela et al.,
2004). Esta caracteristica limita el uso de este marcador en
el control de la inflamacién tratada con esteroides, ya que
interfiere con la interpretacién de la prueba. Sin embargo,
una comprensiéon mas completa de los mecanismos
implicados puede revelar nuevos usos para este
biomarcador, posiblemente como un método de cribado
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para hiperadrenocorticismo canino (Eckersall y Bell, 2010).
C. Ensayos para la determinaciéon de Hp:

Se pueden dividir en dos grandes grupos: Por un lado, los
ensayos espectrofotométricos y por otro, los ensayos
inmunoldgicos.

Diferentes ensayos manuales espectrofotométricos se han
basado en la capacidad de la Hp para unirse a la Hb,
formando complejos Hp-Hb que, o bien alteran la
absorbancia caracteristica de la Hb en proporcién a la
concentracién de Hp en una muestra de suero, o bien
preservan la actividad peroxidasa a un pH acido, que puede
ser detectada y cuantificada (Makimura y Suzuki, 1982;
Harvey y West, 1987).

Ademads, un ensayo espectrofotométrico automatizado,
validado en multiples especies, que estd basado en la
actividad de la peroxidasa de complejos de Hp-Hb, en el
que se elimina la interferencia por la albumina del suero, ha
sido la prueba validada en los diferentes laboratorios para

el uso con suero canino, dando resultados satisfactorios
(Eckersall et al., 1999).
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Inmunoensayos nefelométricos, en el que se mide la tasa de
precipitacion del complejo antigeno-anticuerpo, se han
validado para la estimacién de Hp en perros. Estos ensayos
dependen de la reactividad cruzada del anticuerpo
producido para Hp humana con Hp canina y deberan estar
debidamente validados antes de su uso (Weidmeyer vy
Solter, 1996).

Es importante tener en cuenta que las muestras de suero
canino deben diluirse en muchos casos cuando se utilizan
ensayos de Hp desarrollados para otras especies, como las
concentraciones de Hp en la salud y la enfermedad son
significativamente mas altas en los perros que en otras
especies, tales como rumiantes o seres humanos (Cerén et

al., 2005).

Los factores que influyen en la concentracién de Hp sérica
para la determinacién de la concentracion en suero puede
ser influido por distintos factores de la respuesta de fase
aguda. Uno de ellos son los niveles elevados de Hb libre en
el suero son seguidos por la disminucién de la
concentracion sérica de libre Hp. Ademads de la respuesta
de fase aguda, enfermedad renal e ictericia obstructiva
pueden causar hiperhaptoglobulinemia. También se ha
encontrado un efecto de Hb libre en muestras de suero,
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reduciendo la concentracion medida de Hp (Cerdn et al.,
2005).

Tabla 7: Procesos causantes del incremento de Hp en diferentes especies (Martinez Subiela et al., 2001).

2.6.3 Paraxonas-1 (PON-1)

La Paraxonasa-1 (PON-1) forma parte de la familia de las
Paraoxonasas, enzimas multifacéticas que estan codificadas
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por tres genes altamente conservados (Paraxonasa-1,
Paraxonasa-2 y Paraxonasa-3 ).

La Paraxonasa-1 descrita en 1946 por A. Mazur, como una
enzima dependiente de calcio con actividades de esterasa y
lactonasa. Posteriormente, en 1953, Aldridge dividid las
esterases en dos categorias, las A-esterasas que catalizan
hidrolizando los sustratos organofosforados y aquellos que
fueron inhibidas por organofosforados, las B-esterasas. La
enzima PON-1 es un A-esterasa y su denominacion
paraxonasa proviene de su capacidad de hidrolizar paraxon,

un insecticida organofosforado utilizado en las labores
agricolas (Mazur, 1946; Aldridge, 1953).

En 1991 Mackness y colaboradores sugirieron que la enzima
podria ser capaz de impedir o limitar la oxidacion de las
LDL (de las siglas del ingles low density lipoprotein), una
lipoproteina cuya funcién principal es el transporte de
lipidos o colesterol del higado, donde se metaboliza, a los
distintos tejidos y 6érganos. Ese fue el primer informe que le
adjudico a la PON-1 capacidad antioxidante, torndndose en
un punto nodal para entender |la importancia clinica de esta
enzima, dada la relacion entre el estrés oxidativo, la
oxidacién del LDL (Mackness et al., 1991).
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En la actualidad, estas enzimas son consideradas como
"proteinas pluriempleo”, ya que tienen papeles
multifuncionales en varias vias bioquimicas de manera
auténomas y, a menudo no relacionados, pudiendo ser la

caracteristica mas interesante de Paraxonasa (Cerdn et al.,
2014 ).

En medicina humana se ha estudiado ampliamente (Furlong
et al., 2010 ). La PON-1 es la enzima mas estudiada de la
familia, y aunque el interés de esta enzima surgié desde el
punto de vista toxicolégico, por su papel protector de la
intoxicaciéon por derivados organofosforados.
Recientemente, las investigaciones se han centrado en otros
aspectos clinicos tales como su papel protector en la
enfermedad vascular, asi como su uso como biomarcador
de enfermedades que implican principalmente tres
situaciones: de estrés oxidativo, ya que la PON-1 protege
contra la oxidacidn, la inflamacidon, siendo considerada
como una PFA negativa, y de enfermedades hepaticas,

porque PON-1 se sintetiza en este drgano (Cerdn et al,
2014).

En medicina veterinaria, los estudios de PON-1 se han
centrado en grandes animales, aunque en los Ultimos afios
se ha ganado interés en las pequefas especies (Miyamoto
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et al., 2005; Turk et al., 2008: Motta et al., 2009;
Tvarijonaviciute et al., 2012a).

En los perros, existen estudios que demuestran que PON-1
estd disminuida en enfermedades caninas asociadas con el
dafo oxidativo, como l|la diabetes mellitus, el
envenenamiento ingestién de cebolla y la intoxicacion por
rodenticida (Tvarijonaviciute et al., 2012b).

A. Estructura

La PON-1 es una glicoproteina compuesta por 354
aminoacidos y su peso molecular es de 43 kDa. Es una b-

hélice de seis aspas y cada aspa contiene cuatro filamentos
(Harel et al., 2004).

En el tdnel central de la hélice hay dos iones calcio
separados el uno del otro. El ion calcio en la seccion central
es considerado estructural. Su remocion de la PON-1 la
inactiva frente al paraxén y al fenil-acetato; sin embargo, la
falta del calcio afecta a su capacidad antioxidante sobre
LDL. La PON-1 tendria dos sitios activos funcionales, uno
para las actividades paraxonasa/arilesterasa y el otro para la
proteccion contra la oxidacion de las LDL (Aviram,1998).

ESTUDIO DE LAS PROTEINAS DE FASE AGUDA EN PERROS CON DIROFILARIA IMMITIS @ 145



REVISION BIBLIOGRAFICA

Figura 10: Estructura de PON-1

B. Funcién biolégica

PON-1 es una enzima asociada con lipoproteinas de alta
densidad (HDL). Sintetizado por el higado, y secretada en el
plasma, PON-1 protege las lipoproteinas de baja densidad
y de particulas de lipoproteinas de alta densidad del estrés
oxidativo promoviendo la degradacién de peréxidos de

lipidos contenidos en los ésteres de colesterol y fosfolipidos
(Mackness et al., 1991).

Las funciones, aunque no se conocen en su totalidad, hasta
el momento se incluyen las que se detallan en la tabla 8
pag. 147.
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En general, Paraxonasas aparecen como "cazadores" de
viejos y nuevos sustratos a menudo involucrados en
aterosclerosis y la trombogénesis (Martinelli et al., 2013).

PON-1 se encuentra en mayor abundancia en el plasma en
comparacion con Paraxonasa-2 y Paraxonasa-3.

C. Ensayos para la determinacién de Paraxonasa-1
PON-1 se puede medir sobre la base de su actividad por
ensayos espectrofotométricos y también se puede

cuantificar directamente por métodos inmunoldgicos
usando anticuerpos especificos.

Tabla 8: Funciones biologicas de la PON-1
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Los ensayos espectrofotométricos se basan en la capacidad
de PON-1 para hidrolizar sustratos, estos son los mas
ampliamente utilizados, quizés por el coste y disponibilidad
(Tvarijonaviciuteb et al., 2012c; Ceron et al., 2014).

PON-1 es una enzima con la capacidad de hidrolizar
multiples sustratos y por lo tanto puede ser evaluada por
sus diferentes actividades que se detallan a continuacién:

e Su actividad paraxonasa: cuando se utiliza paraxén
como sustrato.

o Su actividad arilesterasa: cuando se utiliza como
sustrato un no ariléster fosforo (tal como acetato de fenilo o
4 (p) acetato de etilo-nitrofenil ).

o Su actividad lactonas: cuando se utilizan como sustrato
un butirolactona 5 -thiobutil -TBBL- u otras lactonas tales
como dihidrocumarina.

Estos sustratos, son actualmente los mas frecuentemente
utilizados. Sin embargo, hay otros sustratos tales como
clorpirifos, diazinon, sarin o el soméan en el grupo de
compuestos organofosforados (Davies et al., 1996) y otras
lactonas diferentes (Teiber et al., 2003; Khersonsky et al.,
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2006) que se pueden también emplear en ensayos de
PON-1.

En los perros, la actividad PON-1 en suero se ha medido
tradicionalmente con un método manual que implica
paraxdén como sustrato (Motta et al., 2009). Pero el uso del
método paraxdn en la practica clinica es limitada por causa
de los efectos tdxicos extremos del paraxén. Las
mediciones de las actividades enzimaticas lactonasa y
arilesterasa PON-1 estan libres de estas limitaciones.

2.6.4. Albumina

La albimina fue una de las primeras proteinas plasmaticas
en ser reconocida. Su nombre deriva de la palabra latina
albus (blanco), dadas las caracteristicas de la clara de
huevo. La albimina del suero fue definida inicialmente
como una proteina soluble en agua en ausencia de sales, en
contraste a la globulina, que es insoluble en tales
condiciones (Peters, 1977).

Los primeros trabajos de laboratorio clinico con albdmina
datan de 1921, cuando se introdujo el uso de sulfato de
sodio para su fraccionamiento (Howe, 1921). Es una
proteina que se encuentra en gran proporcion en el plasma
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sanguineo, siendo la principal proteina de la sangre. Su
concentracién en el plasma sanguineo constituye el 35-50%
del total de las proteinas plasmaticas de perros sanos, en
contraste con los humanos y los primates no humanos que
presentan un valor del 60-70 % del volumen total del
plasma sanguineo (Cerdn et al., 2005).

Es la proteina mas homogénea, soluble, estable y de mayor
movilidad electroforética debido a su elevada concentracion
de cargas negativas (obviando la pequefa banda llamada
pre-albumina, que la precede).

A. Estructura

La albdmina presenta una estructura terciaria, y se
caracteriza por presentar un patron repetido de tres
dominios helicoidales grandes, estabilizados mediante un
patrén de multiples enlaces disulfuro que no aparece en
otras proteinas. Los tres dominios son homodlogos vy los
puentes disulfuro involucran la participacion de residuos
cisteinas adyacentes. En todos los mamiferos de los que se
conoce la secuencia peptidica de sus albuminas se ha
comprobado que éstas contienen 35 cisteinas, las cuales
forman 17 puentes disulfuro. Los enlaces disulfuros son
tipicos de proteinas extracelulares y contribuyen a la
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estabilidad de las proteinas plasmaticas en la circulacion
(Peters, 1995).

B. Funcién biolégica

La albdmina es una proteina sintetizada en el higado.
Permanece en circulacién aproximadamente unos
diecinueve dias hasta que es metabolizada en los tejidos
para los que es fuente de aminoacidos (Coles, 1974).

Sus funciones mas importantes guardan relacién con su
tamafio, que la mantiene dentro del torrente circulatorio,
contribuyendo a transportar moléculas de pequefio tamafio

Figura 11: Estructura molecular de albimina
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(dcidos grasos, bilirrubina, calcio, progesterona, farmacos,
etc.). Son las invaginaciones de la molécula y sus regiones
hidrofébicas las que le proporcionan a la seroalbdmina sus
excelentes propiedades de unién (Marcus et al,1998).

Por otro lado, la albdmina también es de vital importancia
para el mantenimiento de la presién oncdtica de la sangre,
responsable de aproximadamente el 75% de la presion
osmotica del plasma, impidiendo el pasaje de agua desde
la sangre a los tejidos (Universal Protein Resource).

Ademads, las moléculas de albumina ofrecen una superficie
total importante para la absorcion de toxicos, lo que le
otorga la capacidad de unirse a muchos iones (cobre, zinc'y
cadmio por ejemplo), y otros compuestos para que estos
puedan ser transportados. También transportan dinitro y
ortocresoles, los derivados nitro- y halogenados de
hidrocarburos aromaticos y los fenoles, por lo que la
albdmina contribuye al proceso de detoxificacion del
organismo, fijando estas sustancias toxicas para su
eliminacién de los tejidos. Por otra parte, el zinc por
ejemplo, un oligoelemento importante para el organismo
por su participacion en numerosos aspectos del
metabolismo celular, es transportado a los tejidos en un
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70% por la albumina (Porth et al., 2009).

Asi mismo, la albumina actia como reactante de fase aguda
participando también en la defensa humoral contra los
procesos infecciosos (Martinez Subiela et al., 2004).

C. Ensayos para determinacion de Albamina:

La albdmina generalmente se miden de forma rutinaria en
los perros por métodos espectrofotométricos (Alper, 1974),
con verde de bromocresol (BCG) con ensayos de unién, en
analizadores de quimica automatizada. El anticoagulante y
el procedimiento de ensayo para la determinacion de las
concentraciones de albimina parecen ser relevantes ya que,
segun ciertos autores, las concentraciones de albdmina se
sobreestima en plasma heparinizado en comparacién con el
suero debido a la combinacion de heparina y de
fibrinbgeno (Stokol et al., 2001; Cerdn et al., 2005).
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CONCLUSIONES

1. Los resultados obtenidos demuestran la
existencia de una respuesta de fase aguda (con aumentos
en la CRP y disminucion de la albdmina y PON-1) en perros
con D. immitis. Los aumentos de CRP fueron mas evidentes
en los perros con signos clinicos. En las zonas endémicas de
dirofilariosis cardiopulmonar, la presencia de un aumento
moderado de la CRP y una divergencia en el
comportamiento entre la CRP y Hp, en perros, podria ser
indicativo de la parasitosis.

2. La evaluacion de las concentraciones de PFA
después del tratamiento contra la Wolbachia y microfilarias,
se caracteriza por una disminucién de la CRP y Hp. Tras el
tratamiento adulticida con melarsomina, se observd un
aumento de Hp y CRP vy, finalmente, se comprobd una
tendencia de las PFA a volver a los valores de referencia.
También pudimos determinar una mayor alteracién de PFA
en perros con alta carga parasitaria. Por ello, la valoracién
de PFA podria servir de apoyo para valorar al perro
parasitado durante el tratamiento de D. immitis.
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RESUMEN

Dirofilaria immitis, parasito que reside en las arterias
pulmonares del huésped canino, causa una enfermedad
grave y potencialmente fatal. Se caracteriza por la
formacion de endoarteritis pulmonar que posteriormente
evolucionard a hipertension crénica vascular, hipertensién
pulmonar e insuficiencia cardiaca congestiva,
sucesivamente. Esta reaccién fisiopatoldgica es causada por
la respuesta del huésped al parasito en si, adulto o
microfilaria, asi como a la bacteria endosimbionte
Wolbachia pipientis. Por otra parte, durante el tratamiento
adulticida, los parasitos mueren y en consecuencia sus
fragmentos son liberados provocando tromboembolismos
pulmonares, exacerbando la condicién clinica y los
sintomas.

La respuesta de fase aguda se refiere a una reaccién rapida,
no especifica y compleja, de las Proteinas de Fase Aguda
(PFA) en la sangre que son pardmetros biolégicos que
pueden ser medidos de forma objetiva, y permiten evaluar
la presencia de los procesos que desencadenan la
respuesta de fase aguda o el resultado de un determinado
plan terapéutico. En medicina veterinaria, permiten la
deteccidon temprana de enfermedades, confirmar casos
dudosos, y contribuyen al establecimiento del prondstico,
escoger un tratamiento y evaluar su eficacia.
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El objetivo de esta tesis fue, por un lado, evaluar
serolégicamente las PFA en perros infectados naturalmente
con D. immitis durante su diagnéstico. Y, por otro, evaluar
las concentraciones de diferentes PFA durante el
tratamiento adulticida, siguiendo el protocolo recomendado
por la American Heartworm Society.

Los resultados obtenidos demostraron una respuesta de
fase aguda (con aumentos en la CRP y disminucién de la
albimina y PON-1) en perros con D. immitis. Los aumentos
de CRP fueron mas evidentes en los perros con signos
clinicos. En las zonas endémicas de dirofilariosis
cardiopulmonar, la presencia de un aumento moderado de
la CRP y una divergencia en el comportamiento entre la CRP
y Hp, en perros, podria ser indicativo de la parasitosis.

En la evaluacion de las PFA después del tratamiento contra
la Wolbachia y microfilarias, se observé una disminucién de
la CRP y Hp. Tras el tratamiento adulticida con melarsomina,
aumenté Hp y CRP vy, finalmente, se comprobd una
tendencia de las PFA a volver a los valores de referencia.
También se determind una mayor alteracién en perros con
alta carga parasitaria. Por ello, la valoracién de PFA podria
servir de apoyo para valorar al perro durante el tratamiento
de D. immitis.
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SUMMARY

Dirofilaria immitis, the parasite that resides in the pulmonary
arteries of canine host, causes severe and potentially fatal
disease. It is characterized by the formation of pulmonary
endoarteritis that subsequently evolve chronic vascular
hypertension, pulmonary hypertension and congestive heart
failure. This pathophysiologic reaction is caused by the host
response to parasite itself, adult or microfilaria, and bacterial
endosymbiont Wolbachia pipientis. Moreover, during the
adulticide treatment, parasites die and therefore fragments
are released causing pulmonary thromboembolism,
exacerbating the clinical condition and the symptoms.

The acute phase response refers to a rapid, non-specific and
complex reaction of acute phase proteins (APPs) in the
blood that are biological parameters that can be measured
objectively, and allow to assess the presence of processes
that trigger the acute phase response or outcome of a
particular treatment plan. In veterinary medicine, allow early
detection of diseases, confirm doubtful cases, and
contribute to the establishment of the forecast, choose a
treatment and assess its effectiveness.

The aim of this thesis was, on the one hand, serologically

evaluate the APPs in naturally infected dogs with Dirofilaria
immitis during diagnosis. And, secondly, assess
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concentrations of different APPs during the adulticide
treatment, using the recommended by the American
Heartworm Society protocol.

The results show the existence of an acute phase response
(with increases in CRP and decreased albumin and PON-1)
in dogs with D. immitis. CRP increases were most evident in
dogs with clinical signs. In endemic areas of
cardiopulmonary dirofilariosis, the presence of a moderate
increase in CRP and a divergence in behavior between CRP
and Hp in dogs may be indicative of the parasitosis.

Evaluating APPs concentrations after Wolbachia and
microfilariae treatment, it is characterized by a decrease in
CRP and Hp. After the adulticide treatment with
melarsomine, an increase of Hp and CRP was observed and
finally a tendency for APPs to return to baseline values was
found. We could also determine a greater alteration of APPs
in dogs with high parasite load. Therefore, the assessment
of APPs could support to assess the dog during D. immitis
treatment.
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