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INTRODUCCION

INTRODUCCION

La dirofilariosis cardiopulmonar o “enfermedad del gusano de corazon” en el perro, es una
enfermedad producida por Dirgfilaria immitis, parasito perteneciente al phylum Nematoda, el cual
se localiza principalmente en las arterias pulmonares y en el ventriculo derecho en su fase adulta.
Su distribucion es cosmopolita, encontrandose principalmente en zonas tropicales y subtropicales,
y lugares donde la temperatura y humedad adecuada permitan el desarrollo del vector. La
transmision es por medio de mosquitos del género Angpheles, Culex: y Aedes, los cuales inoculan las
larvas infestantes, afectando ademas del perro doméstico y salvaje, al gato y al humano, entre otras

especies.

En los ultimos afos, la distribucién de esta enfermedad ha tomado relevancia ya que su
incidencia en diferentes localidades ha aumentado y se ha expandido, lo cual se relaciona con el
movimiento geografico del hospedador y a la “creacién de puntos de calor” en zonas urbanas que

favorecen el desarrollo de los vectores, entre otras causas.

Al ser una zoonosis, presenta repercusiones a nivel de medicina humana, donde esta
enfermedad se caracteriza principalmente por la formacién de nédulos pulmonares benignos. Su
patogenia en medicina veterinaria es diferente, relacionada con la presencia de los parasitos adultos
que se alojan en las arterias pulmonares y su interaccion con el endotelio vascular pulmonar, donde
intervienen también la bacteria Wolbachia pipientis y las microfilarias circulantes. Su presencia
provoca una respuesta inmune e inflamacién, con obstrucciéon fisica, formaciéon de
tromboembolismos pulmonares y engrosamiento de la pared vascular junto con formacién de
vellosidades en arterias pulmonares (denominado endarteritis pulmonar proliferativa), que

provocan la disminucién del lumen vascular y un aumento de la resistencia vascular pulmonar.

Dichos cambios comienzan desde la llegada de los parasitos a la vascultura pulmonar, y se
va agravando en etapas tardias de la enfermedad, desarrollandose hipertensiéon pulmonar, con

subsecuente insuficiencia cardiaca congestiva derecha.

Los signos clinicos no son detectables durante las etapas tempranas de la enfermedad,

siendo generalmente diagnosticado cuando ya existen indicios de dafio pulmonar y cardiaco, y los
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INTRODUCCION

animales se presentan con tos o fatiga y disnea relacionadas con la actividad fisica, o en casos mas

severos ascitis, y signos de insuficiencia cardiaca congestiva derecha.

El diagnéstico definitivo se realiza por identificacién serolégica de antigeno con diversos
test comerciales, y de manera complementaria se pueden utilizar técnicas de diagnéstico por
imagen como radiologia y ecocardiografia, electrocardiografia, ademas de identificacion

microscopica y molecular de microfilarias en sangre.

Debido a la gravedad de esta enfermedad, resulta de gran utilidad poder determinar los
dafios a nivel cardiaco y vascular mediante ecocardiografia para obtener una mejor aproximacion
a la hora de determinar el manejo adecuado de la enfermedad. La ecocardiografia permite evaluar
la presencia de cambios en la estructura y funcion cardiaca; asi como visualizar a las filarias adultas
en arterias pulmonares proximales y corazéon derecho. Estos hallazgos permiten clasificar al

paciente en base a la gravedad y determinar el riesgo del tratamiento adulticida.

Para la determinacion de hipertension pulmonar arterial se utiliza la sefial Doppler para
identificar regurgitacién tricuspidea y pulmonar; las cuales no siempre son observables o
mesurables. Aunque ya existen estudios previos se han encontrado problemas para la
determinacién del grado de hipertension, ya sea atribuibles al operador, al paciente o a la calidad

de imagen, entre otros.

Considerando lo anterior, existe un interés especial determinar una correcta evaluacion
ecocardiografica de la hipertension pulmonar. Durante las fases tempranas de la dirofilariosis, los
perros son asintomaticos, y inicamente se observan signos de insuficiencia cardiaca en animales
con dirofilariosis grave. Un diagndstico temprano y una correcta evaluacion del progreso de la
hipertensién pulmonar permiten tomar medidas adecuadas y pueden ser de utilidad para evitar el

deterioro del animal infestado.

Los cambios ecocardiograficos en caso de dirofilariosis grave estan relacionados con el
desarrollo de hipertension pulmonar, como son: dilataciéon ventricular derecha, hipertrofia
excéntrica, dilatacién atrial derecha, aplanamiento de septo interventricular, movimiento septal
paradoéjico y dilatacién de la arteria pulmonar. Dichos cambios son consecuencias adaptativas de

la anatomia cardiaca derecha al aumento de presion progresivo causado por la dirofilariosis

En base a estas caracteristicas se han desarrollado medidas ecocardiograficas para evaluar
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los cambios secundarios a ésta. Por ejemplo, el intervalo de tiempo sistélico de ventriculo derecho
como tiempo de aceleracion y desaceleracion de flujo pulmonar, perfil de flujo de pico sistolico
pulmonar, desplazamiento sistélico del anillo tricuspideo, relacion arteria pulmonar/aorta, grosor
de la pared de ventriculo derecho, relacion ventriculo derecho/ventticulo izquierdo, entre otros.
Dado que no siempre hay presencia de regurgitacion tricuspidea o pulmonar en hipertension
pulmonar, actualmente se estan adaptando nuevas medidas ecocardiograficas que no necesitan
presencia de jets regurgitantes para detectar la hipertensiéon pulmonar, como es el indice de

distensibilidad de arteria pulmonar derecha.

Vista la necesidad de una correcta y objetiva determinacion de la presencia de hipertension
pulmonar en perros con dirofilariosis, se establecié como objetivo de esta tesis doctoral determinar
las modificaciones estructurales y funcionales del ventriculo derecho y de la arteria pulmonar
mediante ecocardiografia de perros infestados por Dirofilaria immitis, en una region hiperendémica,

y valorar la utilidad de los nuevos indices de hipertension pulmonar.

El poder valorar de manera objetiva el estado cardiovascular del paciente proporcionara al
veterinario clinico informacién de gran utilidad que le permitira evaluar el estado de gravedad del
animal enfermo, permitiendo tomar medidas terapéuticas necesarias para contrarrestar o evitar el
empeoramiento del dafio causado por la parasitacion, emitir un pronostico adecuado, y establecer
una pauta de tratamiento adulticida adecuada, asi como un seguimiento mas certero de las

complicaciones post-tratamiento.
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OBIJETIVOS

OBJETIVOS

1.

Evaluar una serie de mediciones ecocardiograficas en modo bidimensional, modo-M y
Doppler empleadas comunmente para estimar de manera indirecta la presencia de
hipertension pulmonar en perros con Dirgfilaria immitis, con el objetivo de determinar la
sensibilidad de estas medidas en comparacién con el indice de distensibilidad de arteria
pulmonar derecha (DAPD) en perros con dirofilariosis cardiopulmonar, asi como evaluar
la utilidad de estas mediciones e indice DAPD para valorar algunos aspectos clinicos de
los perros infectados, como son presencia/ausencia de sintomas, carga parasitatia o

presencia de microfilaremia.

Evaluar la influencia que ejerce la eliminacion de los parasitos sobre la presion arterial
pulmonar y, por lo tanto, evolucién de la endarteritis, en perros con dirofilariosis

cardiopulmonar.
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REVISION BIBLIOGRAFICA DIROFILARIOSIS

3.1 DIROFILARIOSIS CARDIOPULMONAR CANINA

La dirofilariosis cardiopulmonar es una patologia zoondsica ocasionada por el nematodo
Dirofilaria immitis, transmitida por mosquitos del genero Anopheles, Culex y Aedes, que afecta
comunmente a perros doméstico y salvajes siendo sus reservorios, as{ como al humano y el gato
que son hospedadores, pero no reservorios de la enfermedad. (Simoén et al., 2012). Principalmente,
las regiones con mayor prevalencia son aquellas con mayor temperatura y humedad que favorece
la transmision a través de los vectores, (Montoya-Alonso and Carretén, 2012) aunado a la dinamica
del cambio climatico que facilita la introduccion de nuevos vectores en regiones especificas, y en
regiones donde la temperatura media se ha elevado gradualmente (Genchi et al., 2009; Simén et

al., 2009; Genchi et al., 2011). (Imagen 1)

Delta del Ebro
26% - 35,8%
Ibiza
38,7%
Islas Canarias >28% ’

g B

JA Montoya y Carretén | 978-84-616-2778-3

Imagen 1. Prevalencia de Dirofilaria immitis en Espafia. Montoya-Alonso J.A. et al. 2014.

En Europa la mayor incidencia ha sido observada en los paises del sur, los cuales son
considerados histéricamente paises endémicos/ hiperendémicos. Un estudio que revisa las
prevalencias entre los afios 2001 a 2011 sugiere que la presentacién de la enfermedad se ha
extendido hacia Europa central y del norte, debido a factores antes mencionados, ademas del

movimiento de animales infectados, introduccién de nuevas especies de mosquitos capaces de
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actuar como vectores y el desarrollo de actividades humanas en nuevas areas (Morchon et al,,
2012). Asimismo, los reservorios salvajes juegan un papel en la perpetuidad y transmisiéon del
parasito en el perro (Lee et al., 2010). Esta enfermedad constituye una zoonosis, considerandose

asi un riesgo potencial para el humano (Otranto et al., 2013). (Imagen 2)

Imagen 2. Distribucién mundial dirofilaria. Azul: D. immitis; verde: D. repens; naranja: ambas. Human and Animal
Dirofilariasis the Emergence of a Zoonotic Mosaic. Simon et al. 2012.

En el perro, la dirofilaria causa una patologia y morbilidad pulmonar severa, acortando la
expectativa de vida pudiendo ocasionar enfermedad aguda y muerte (Bowman and Atkins, 2009).
Los cambios principales en el desarrollo de la enfermedad se refieren a una endarteritis
proliferativa a nivel de arteria pulmonar, produciéndose un incremento progresivo de la presion
arterial pulmonar (McCall et al., 2008b), ocasionado por la respuesta inmune e inflamatoria
(Carreton et al., 2014b) y por la bacteria endosimbionte Wolbachia pipientis, asi como por
obstruccion fisica en arteria pulmonar debida a los vermes adultos y la formacién de

tromboembolismos pulmonares, desarrollandose hipertensiéon pulmonar (Kramer et al., 2008).

3.2 TAXONOMIA

Dirofilaria immitis pertenece al phylum Nematoda, clase Secernentea, orden Spirurida,

suborden Spirurina, super familia Filaroidea, familia Onchocercidae, y subfamilia Dirofilariinae
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(Anderson, 2000; W.C. Marquardt, 2000). La clasificacién esta sustentada en la organizacion del
genero Dirofilaria en criterios biolégicos y morfolégicos por su filogenia de genes RNA (Smythe

et al., 2000).

3.3 CICLO BIOLOGICO

Dentro de la familia Onchocercidae algunos géneros producen microfilarias que se
encuentran en la sangre o en la piel, de esta forma hacen uso de los vectores que se alimentan de

sangre para continuar con su ciclo biolégico en otro huésped (Anderson, 2000).

En cuanto a sus caracteristicas generales, Dirofilaria immitis es un parasito filiforme, de color
blanquecino y que presenta dimorfismo sexual. LLos machos tienen un diametro de 0.7-0.9 mm y
una longitud de 12-20 cm; ademas, presentan el extremo posterior enrollado en forma de espiral.
Las hembras poseen un diametro de 1-1.3 mm y una longitud de 25 -31 cm; son ovoviviparas
(Imagen 3); los huevos larvados eclosionan en el atero, eliminando microfilarias o larvas de primer
estadio (290-330 pm de longitud y 7 um de didmetro) en sangre periférica (McCall et al., 2008b;
Bowman and Atkins, 2009).

-

Imagen 3. Parasitos adultos de Dirgfilaria immitis. (American Heartworm Society, 2014; Carreton 2013)

El ciclo de vida de Dirofilaria involucra a un hospedador definitivo y un vector, donde se
ha visto una baja especificidad para el hospedador, ya que pueden infectar a una gran cantidad de

mamiferos. Entre los hospedadores definitivos, tenemos al perro doméstico (Canis familiaris), y
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salvaje como el coyote (Carnis latrans) y lobos (Canis lupus), y al gato doméstico (Felzs catus), los cuales
funcionan como reservorios u hospedadores definitivos. L.os humanos también pueden ser
hospedadores, menos susceptibles, en los cuales el desarrollo del parasito es diferente comparado
con el patréon de desarrollo en perros, siendo la infecciéon en humanos de forma accidental (McCall
et al., 2008b). La infecciéon en humanos ocurre principalmente en zonas con alta prevalencia de la
enfermedad en perros y no se relaciona con enfermedad clinica severa (Lee et al, 2010),

considerandose una enfermedad de caracteristicas zoondsicas (Simoén et al., 2012).

También llega a afectar otros mamiferos de manera accidental, como son el huron (Mustela
putorins), leones marinos de California (Zalophus californianus), caballos (Equus caballus), y castores

(Castor canadensis), los cuales pueden llegar a ser hospedadores de dirofilarias adultas, aunque la fase

filarémica es rara (Foil and Orthel, 1975; Otto, 1975).

La fase preparasitaria de la transmision de la microfilaria hacia el vector comienza cuando
el mosquito hembra ingiere sangre de un perro portador de microfilarias, las cuales migran desde
el intestino hacia los tubos de Malpighi en un lapso de 24 a 36 horas donde se produce el desarrollo
a fase L2 y L3 (fase larvaria infectiva). Posteriormente migran desde los tibulos al lumen de la
proboscide del mosquito. Aproximadamente 10 dias después de la ingesta de sangre, aparecen las
larvas de 2° estadio (L.2), que miden entre 188 y 586 um de longitud. La siguiente muda ocurre
entre el 13° y el 15° dia después de la toma de sangre, dando lugar a la larva de 3er estadio (L3).
La duracion del desarrollo larvario en los mosquitos varia dependiendo de las condiciones
ambientales, principalmente de la temperatura. A 28-30°C dura de 8 a 10 dias, a 24°C entre 11y
12 dfas, y a 22°C entre 16 y 20 dias. (Anderson, 2000; Cancrini and Kramer, 2001). Por lo que las
temperaturas 6ptimas para que termine su desarrollo son superiores a los 14°C, ademas de que el

vector debe tener al menos 30 dias de edad (Genchi et al., 2009).

Durante la etapa parasitaria, cuando el mosquito se alimenta inocula las larvas en el
hospedador definitivo, y éstas comienzan su desarrollo hasta el estado adulto. La larva 1.3, que
mide aproximadamente un milimetro (mm), permanece en los musculos o tejido subcutaneo;
posteriormente muda a L4 y permanece en el tejido subcutineo hasta 3 semanas para
posteriormente localizarse en fibras musculares, alcanzando un tamafo de 4 mm al mes y llegando

a 1 centimetro (cm) a los dos meses. L.a muda al estado pre-adulto (L5) ocurre entre los dfas 50 y
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58, donde penetran a venas o yugular llegando a las arterias pulmonares sobre el dia 70 a 85, con
un tamafo de 2 a 3 cm; a los cuatro meses se consideran adultas llegando medir hasta 10 cm, y de
20 a 30 cm cuando llegan a los 6 a 8 meses de edad, momento en el cual comienza la produccion
de microfilarias. La vida media de las dirofilarias adultas es de 5 afios y de las microfilarias de 30

meses (Hoch and Strickland, 2008; Bowman and Atkins, 2009). (Imagen 4)

Heartwarm-infected Host

.#@s“wt-‘!ﬂ“ :mmmh,%r
o Radult producin,

Imagen 4. Ciclo de vida de Dirofilaria immitis. (American Heartworm Society, 2014)

Se puede presentar transmision via transplacentaria, por lo que las microfilarias pueden
pasar de la madre al feto, encontrandose microfilarias en cachorros. Mantovani y Jackson (1966)
observaron un caso donde encontraron 40,000 microfilarias/ml de sangre en una petra, cuyos 5
cachorros presentaban de 5 a 30 microfilarias/ml de sangre. Estas microfilarias, que son
transmitidas verticalmente a los cachorros no se desarrollan a adultos, puesto que son larvas
inmaduras no infestantes (1) (Mantovani A and Jackson, 1966; Brinkmann et al., 1976; Todd and
Howland, 1983; Manda, 1989).
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3.4 VECTORES

La dirofilariosis es una enfermedad de ciclo indirecto por transmisién vectorial, donde los
hospedadores intermedios son mosquitos que pertenecen a los géneros Culex, Aedes, Anopheles,
Culiseta y Coguillettidia (Cancrini and Kramer, 2001). (Imagen 5). En las diferentes areas de Europa
estudios han identificado la presencia de los diversos vectores presentes, para asi poder determinar
la presencia de nuevos vectores y su localizaciéon en Europa, y la incidencia de la enfermedad en
diferentes regiones de Europa (Genchi et al., 2005; Montoya-Alonso et al., 2010; Montoya-Alonso
etal,, 2011; Genchi et al,, 2011; Diaz, 2015). (Imagen 6). Por ejemplo, en el area central y nordeste
de Italia el género Culex pipiens, con 12 especies diferentes, es el principal transmisor de la

enfermedad (Cancrini et al., 2006; Capelli et al., 2013).

Imagen 5. Izq. mosquito del género Culex; der. Mosquito del género aedes spp. (www.vectorbase.org).

De igual forma, en el continente americano se realizan estudios para conocer su
distribucion y presentacion tanto en vectores como la incidencia en humanos dada su importancia

como enfermedad emergente (Bowman et al., 2009; Huang et al., 2013; McKay et al., 2013).

3.5 MICROFILARIAS

Algunos estudios determinan que la presencia de microfilarias en la sangre esta sometida
a una determinada periodicidad, ya que durante las temporadas de primavera y verano la cantidad

de microfilarias circulantes es mayor comparado con otofio y diciembre, mientras que al final de
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la tarde y al final de la noche el nimero de microfilarias es mayor, lo que presupone que se relaciona

con la viabilidad temporal del vector (Bowman and Atkins, 2009).

Existen ciertas dinamicas de interaccion entre el perro y vectores que son importantes para
la transmision del parasito; por ejemplo, no se ha demostrado la correlacion entre el nimero de

microfilarias circulantes por ml de sangre y el nimero de adultos presentes en arterias pulmonares.

Aedes albopictus
Current known distribution: January 2015™
= Established
Introduced

= Absent
* No Data
Unknown

Outermost regions.
»  Azores (PT) 1
»  Canary Islands (ES)

= Madeira (PT)

»  Svalbard/Jan Mayen (NO)

Imagen 6. Distribucién de mosquitos del genero Aedes albopticus en Europa (Vectornet, 2015)

Parece que algunos controles homeostaticos tienen control sobre la cantidad de
microfilarias presentes en sangre periférica, ya que estas no aumentan su nimero en una infeccioén

cronica (Bowman and Atkins, 2009). (Imagen 7)
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Imagen 7. Microfilaria de Dirgfilaria immitis. Tincién con hematoxilina-eosina x40. (IDEXX, veterinary diagnostics;
Carretén, 2013)

Se ha visto que durante la fase de tratamiento con doxiciclina a perros filarémicos se reduce
la tasa de transmision al bloquear el desarrollo a gusanos adultos de las larvas provenientes de

sangre de perros tratados, ademas de reducir la cantidad de microfilarias circulantes (McCall et al.,

2014b).

3.6 EPIDEMIOLOGIA

La dirofilariosis es una enfermedad cosmopolita y de distribuciéon mundial, que se
localiza en zonas con elevada temperatura y humedad, durante, al menos una parte del afio. Estas
condiciones ambientales favorecen el desarrollo y mantenimiento de abundantes poblaciones de

mosquitos vectores. (Simon et al., 2012).

En FEuropa, las prevalencias mas elevadas se sitdan principalmente en paises
mediterraneos y del sur, donde la enfermedad es endémica. Ademas, existen evidencias que

demuestran que la dirofilariosis canina se expande en zonas no endémicas, hacia el norte y noreste

de Europa (Genchi et al., 2009; Morchon et al., 2012). (Imagen 8)
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Until 2001 Between 2001 - 2011
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Imagen 8. Comparacién de distribucion geografica en Europa de Dirofilaria immitis en perros en el periodo 2001-
2011. Motchon et al, 2012)

Dado el complejo movimiento de personas a través de las fronteras de Europa y de sus
animales, se han desarrollado modelos de prediccion de distribucion de dirofilariosis, como
ejemplo el modelo del sistema de informacién geografica y teledeteccion, que han permitido
pronosticar las condiciones de transmisién de dirofilariosis, en paises donde no se tienen las
condiciones de desarrollo de las fases de transmisiéon de la enfermedad. Esto se ha logrado
relacionando el incremento de las temperaturas, debido al cambio climatico, con el aumento del
movimiento migratorio de personas y perros, aumentando el rango geografico de las infecciones

por D. immitis (Genchi et al., 2005; Genchi et al., 2011).

Esto ha permitido que el ciclo de transmision del vector, la distribucion enzodtica, y la
prevalencia de microfilarias en regiones no endémicas se esté extendiendo. Aunado a esto el
aumento de la mancha urbana, ha favorecido la formacién de islas de calor; este fenémeno consiste
en que edificios y aparcamientos conservan el calor durante el dfa, creando microambientes
capaces de permitir el desarrollo de larvas de D. immitis en los mosquitos durante los meses mas

frios, lo que alarga la temporada de transmision (Morchon et al., 2012).

Esto es de interés ya que actualmente la dirofilariosis humana esta considerada como

una enfermedad parasitaria emergente en Estados Unidos y en Europa (Diaz, 2015).
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En Gran Canaria, la prevalencia ha ido disminuyendo paulatinamente, desde los
primeros estudios epidemiologicos donde se mostré una incidencia del 59.89% en 1998 del
67.02% en 1994 (Montoya et al., 1998) y del 19% en 2008; este éxito en el declive de la prevalencia
se asocia al uso de medidas quimioprofilacticas (Montoya-Alonso et al., 2011). Actualmente, la
prevalencia en Gran Canaria se sitia en el 20.7% siendo el global de las islas Canarias del 15.7%

(Montoya-Alonso et al., 2016). (Imagen 9)

3.7 FISIOPATOLOGIA

Conocida comunmente como “enfermedad de gusano del corazén”, este término no
hace referencia al sitio real en el que se induce el dafio primario, pues son las arterias pulmonares
las estructuras afectadas en las etapas iniciales. Unicamente en las fases mas cronicas de la
enfermedad se puede desarrollar insuficiencia cardiaca derecha, donde el grado de la misma
depende del nimero de parasitos adultos, duracion de la enfermedad, y la reaccién del huésped a

la presencia de los parasitos.

e
t {

e Lanzarote
~— D: 0%
Tenerife C: 0%
~~ LaPalma D: 22.5%
N ( D:15.7% C:24.1% —~
- C:14.3% e J
La Gomera A 4 Fuerteventura
¥ D: 16.3% D: 1.8%
El Hierro C: 19.4% Gran Canaria C: 2.5%
D: 0% D: 20.7%
C: 0% C: 21.3%

Imagen 9. Prevalencia Dirofilaria Immitis en Islas Canarias. (Montoya-Alonso J A, et al 2016)
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3.7.1 Endarteritis pulmonar proliferativa

La presencia de los parasitos adultos en las arterias pulmonares, ocasiona en las células
endoteliales cambios en su organizacion, y estructura, dando lugar a que las uniones intercelulares
se hagan mas amplias en repuesta al trauma directo por la dirofilaria. Los neutréfilos activados
adheridos a la superficie endotelial migran entre las células endoteliales y se produce una activacion
y adhesion plaquetaria, por el dafo al subendotelio, lo que permite a la albumina, liquido
plasmatico y células sanguineas alcanzar el espacio perivascular, dando lugar a que leucocitos
infiltren la pared arterial, a que las células musculares lisas se multipliquen en la tinica media y
migren hacia la superficie endovascular en respuesta a los factores de crecimiento liberados por
las plaquetas. Esta multiplicaciéon y migracion de musculo liso es la causa de la presencia de
vellosidades en la superficie interna de la arteria, compuestas por células de musculo liso y
colageno, cubiertas por células parecidas a las endoteliales ocasionando endarteritis proliferativa

(Munnell et al., 1980; Venco et al., 2014a). (Imagen 10)

Ademas, la dirofilariosis provoca una obstruccion fisica en la arteria pulmonar que, junto
con la accion de la bacteria endosimbionte Wolbachia pipientis (Kramer et al., 2008, McCall et al.,

2008), también induce la formacién de endarteritis de la intima de las arterias pulmonares. (Imagen

11).

Imagen 10. Endartetitis pulmonar priliferativa secundatio a Dirofilaria immitis. (Catreton, 2013).
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Existen otros factores desencadenantes donde no solo la carga parasitaria es la causa del
desarrollo de endarteritis, ya que sea encontrado que la endotelina 1 y otros factores endégenos,
juegan un rol importante en el remodelamiento vascular y vasoconstriccion, agravando asi la
patologia por dirofilariosis (Kim et al., 2000; Uchide and Saida, 2005; Gonzalez-Miguel et al.,

2015). Ver apartado 3.12, fisiopatologia de hipertension pulmonar.

3.7.2 Hipertension pulmonar

La dirofilariosis es considerada una enfermedad que afecta la resistencia vascular
pulmonar, aumentando la poscarga, resultado de la vasoconstriccion y remodelacion vascular
(Campbell, 2007), ademas de la perdida de distensibilidad de las arterias pulmonares en casos
créonicos (Venco et al., 2014b), y la formacion de tromboembolismos pulmonares (Sasaki et al.,
1992), la presencia de parasitos adultos, la accién inflamatoria de Wolbachia pipientis, provocan
endarteritis de la intima de las arterias pulmonares e inducen a que se desarrolle hipertension

pulmonar como enfermedad secundaria (Paradies et al., 2014a).

Al ser una enfermedad de curso cronico, por el desarrollo gradual de la oclusion vascular,
permite una extensa circulaciéon colateral en el pulmén que compensa el paulatino aumento de
presion. Sin embargo, pueden presentarse casos agudos de hipertension pulmonar asociados a
tromboembolismo pulmonar, secundario a la muerte de dirofilarias adultas, ya sea causada por el
tratamiento adulticida o por muerte natural, desarrollando asi obstruccién arterial y

vasoconstriccion (Kramer et al., 2008 Bowman and Atkins, 2009); en esta situacion, el desarrollo

Imagen 11. (a) Presencia macroscopica de filarias adultas en vasculatura pulmonar. (American Heartworm Society
2014); (b) Proteinas de supetficie de Wolbachia pipientis en pulmén de perro infectado naturalmente. (Simén et al,

2007).
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de la patologia es de peor prondstico por la poca capacidad de remodelacion del lecho vascular

para compensar el aumento de presion subito (Watts et al., 2010). (Imagen 12)

3.7.3 Insuficiencia cardiaca derecha

El ventriculo derecho esta adaptado funcionalmente a la circulacion pulmonar y sus
caracteristicas estructurales le permiten compensar la sobrecarga de volumen (precarga), pero no
adaptarse a un incremento rapido de la resistencia arterial (poscarga). Esto produce que en
situaciones cronicas de descompensacion hemodinamica se produzca un aumento de la
contractilidad e hipertrofia ventricular, mientras se mantiene el diametro interno (hipertrofia
concéntrica) lo que esta relacionado con un incremento en la demanda de oxigeno y algunas veces
con alteraciones de la circulaciéon coronaria (Hoch and Strickland, 2008; Poser and Guglielmini,
2016). Si el incremento de la presion arterial pulmonar es demasiado alto, este mecanismo
compensatorio falla incrementandose el didmetro interno de ventriculo derecho (hipertrofia
excéntrica) (Naeije, 2013). Como se demostré en un modelo canino de hipertensién pulmonar
cronica, el ventriculo derecho es capaz de mantener el gasto cardiaco incrementando su
contractibilidad, asf como también el atrio derecho aumenta la distensibilidad para mantener el

llenado del ventriculo (Gaynor et al., 2005).

Corazén normal Corazén afectado por
Hipertensién Pulmonar

alta presion en
ventriculo y arteria

latacién
auricula
esfrechamiento

de ventriculo

hipertrofia de
parad de ventriculo

Imagen 12. Cambios presentes en corazén con hipertension pulmonar.
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Los perros con dirofilariosis presentan endarteritis, con el lumen y distensibilidad
arteriales reducidos. La reduccion de la distensibilidad y del calibre de las arterias pulmonares lleva
a un estado pulmonar hipertensivo, desarrollando un incremento en la poscarga del ventriculo

derecho lo cual induce cor pulmonale e insuficiencia cardiaca congestiva derecha (Dillon et al.,

1995; McCall et al., 2008).

3.7.4 Lesiones pulmonares

Durante la infeccion por dirofilariosis, a nivel pulmonar se observa engrosamiento de la
pared alveolar, con infiltraciéon celular siendo mas evidente en las areas obstruidas por Dirofilaria
ummitis, encontrandose material antigénico como microfilarias, filarias fragmentadas en las arterias
pulmonares, capilares alveolares y pared alveolar, asi como también depésitos de IgG asociado
probablemente a la formacion de complejos inmunes, lo cual sugiere que durante el desarrollo de
la enfermedad mecanismos inmunomediados estan involucrados en la presentacion de patologia
pulmonar (Tanaka and Atwell, 1993). Las presentaciones patoldgicas del infiltrado celular son

principalmente generalizadas y en menor medida focales.

Las lesiones pulmonares de caracter generalizado se asocian a neumonitis eosinofilica,
que es una reacciéon inflamatoria inmunomediada inducida por la muerte de microfilarias,
provocando la subsecuente reaccién inflamatoria (Calvert and Losonsky, 1985). La presentacién
focal se asocia a granulomatosis eosinofilica, que es parecido a la neumonitis, solo que las
microfilarias son rodeadas por neutrdfilos y eosinodfilos, que eventualmente forman los
granulomas los cuales estan conformados por células epiteliales, macréfagos y eosinédfilos (Confer
etal.,, 1983). Se ha observado en perros expuestos a Dirofilaria immitis neumonitis intersticial, donde
la reaccién arterial y periarterial es mas intensa y con un estado mas avanzado de organizacion

(Atwell et al., 1988).

La bacteria endosimbionte Wolbachia spp influye en la patologia pulmonar, ya que se ha
observado presencia de trombos asociados a intensa inflamacion perivascular e intersticial en
perros positivos a dirofilaria experimentalmente y sin tratamiento, mientras que perros que
recibieron tratamiento conjunto de doxiciclina, ivermectina y melarsomina, mostraron lesiones

arteriales menos severas con virtual ausencia de trombos (Kramer et al., 2008).
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Cuando se administra doxiciclina e ivermectina se ha observado un menor riesgo de
tromboembolismos y muerte durante el posterior tratamiento adulticida (McCall, 2005; Bazzocchi
et al., 2008b). Se ha reportado en estudios previos que la respuesta de anticuerpos IgG es mas
fuerte en perros microfilarémicos que en amicrofilarémicos, asi como en aquellos donde
mostraron presencia de tromboembolismos o muerte de microfilarias post-tratamiento, por lo que

se asocia a una mayor respuesta inmune tomando un papel importante en el desarrollo de la

enfermedad (Simon et al., 2012).

3.7.5 Tromboembolismo pulmonar

Las lesiones focales del parénquima pulmonar son mas comunes que la enfermedad
pulmonar generalizada, y se relacionan con la muerte de los parasitos post-tratamiento o por su
muerte espontanea, generando tromboembolismos pulmonares. La tromboembolizacion agrava
el desarrollo de hipertension pulmonar e insuficiencia cardiaca derecha, y en raras ocasiones puede
ser causa de infarto pulmonar. Los parasitos muertos son arrastrados por el flujo sanguineo hacia
los vasos de menor calibre, empeorando el dafio vascular y aumentando la coagulacion, lo que
restringe mas el flujo sanguineo pulmonar pudiendo desarrollar consolidacion de los 16bulos

afectados. (Imagen 13)

Cuando sucede una muerte aguda y masiva de parasitos, el dafio puede ser mayor,
particularmente cuando se asocia con ejercicio. La exacerbacion de la enfermedad que acompafia
al ejercicio parece reflejar el flujo pulmonar aumentado, con liberaciéon de mediadores
inflamatorios en el parénquima pulmonar, a través de las arterias dafiadas y permeables. Por ello,
se ha sugerido que el dafio pulmonar inducido por los parasitos desintegrados es similar a lo visto

en el sindrome de distrés respiratorio adulto en humanos (Bowman and Atkins, 2009).

Existe correlacion entre la muerte natural de dirofilarias con la presentacion de
tromboembolismos, seguido de la elevacion de la presion arterial pulmonar y el desarrollo de
signos clinicos (Sasaki et al., 1992), lo que supone un factor determinante en la patologfa, el manejo

y monitorizacién adecuado del factor desencadenante de los tromboembolismos.
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En la actualidad se utilizan biomarcadores para monitorizar posibles complicaciones en
pacientes durante el tratamiento y post-tratamiento adulticida, como proteinas de fase aguda y el

dimero-D (Carreton et al., 2014b; Mendez et al., 2015).

Imagen 13. Estudio radiografico lateral izquierda-derecha, con signos radiograficos de
tromboembolismo pulmonar.

El dimero-D es el principal producto de la degradacion de la fibrina por la plasmina, y
es generado en el paso final de la formacién de trombos, siendo util en el diagndstico no invasivo
de trombosis venosa profunda y tromboembolismo pulmonar ya que se eleva en la presencia de

trombosis aguda (Konstantinides et al., 2014). (Imagen 14)

Entre las proteinas de fase aguda, la que mejores resultados ha presentado es la proteina
C reactiva. Esta es una globulina de sintesis hepatica presente en plasma que se eleva en procesos

infecciosos y en condiciones inflamatorias (Brito et al., 2015).
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Existen evidencias de aumento de la proteina C

cahidlhioan reactiva post-tratamiento con melarsomina, sobre todo en perros

Test Pac. - Result.
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inflamacién pulmonar y tromboembolismo. Se obtuvieron datos
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i donde muestran una disminucién de la proteina C reactiva tras el

tratamiento con doxiciclina e ivermectina, lo que sugiere un papel

importante de Wolbachia spp y la microfilaremia en el desarrollo

del proceso inflamatorio en la dirofilariosis y sus complicaciones

(Mendez et al., 2015).

Imagen 14. Medicién de dimero-D, 3.7.6 Alteraciones renales

en un perro con  evidencia
radiografica de tromboembolismo
pulmonar por dirofilariosis

cardiopulmonar. puede presentarse glomerulonefritis membranosa (Abramowsky

En perros con presentacion créonica de dirofilariosis,

et al, 1981), que puede desarrollar nefrosis grave con proteinuria y posterior azotemia por
insuficiencia renal, secundaria al deposito de complejos inmunes antigeno-anticuerpo, presencia
de microfilarias en los capilares glomerulares y vasos medulares ocasionando infiltrados
inflamatorios en glomérulos, engrosamiento de la membrana basal glomerular y deposiciéon de
fibrina, con proliferacion celular mesangial y endotelial. (Grauer et al., 1989; Nakagaki et al., 1993;
Kamiie et al., 2000). Al morir, las microfilarias liberan Wolbachia spp que produce mayor

inflamacién y una respuesta inmune especifica (Aresu et al., 2007; Morchon et al., 2012).

La glomerulonefritis causa un aumento de permeabilidad con la consecuente proteinutia,
constituida principalmente por albimina, transferrina, inmunoglobulinas y antitrombina III; la
pérdida de antitrombina tiene un papel importante en el estado de hipercoagulabilidad, por lo que
parece que la activacion plaquetaria esta relacionada en la patogénesis de la enfermedad (Diessler
and Amo, 1999; Ettinger and Feldman, 2009c). En casos con enfermedad avanzada de
dirofilariosis se ha observado nefritis intersticial, con necrosis y dep6sitos de hemosiderina con

degeneracion tubular (Monlux, 1953; Shirota et al., 1979).

3.7.7 Otras alteraciones
Aunque raras veces se han descrito complicaciones derivadas de la presencia de filarias,

en localizaciones aberrantes tan diversas como el sistema nervioso central y en espacio epidural,
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camara anterior del ojo, abdomen, corazén izquierdo, arterias sistémicas como aorta, quistes y
abscesos musculares y subcutaneos, bronquios e higado, siendo la sintomatologia dependiente de
las vias de migracion de la filaria. (Imagen 15). (Kotani et al., 1975; Hamir, 1987; Blass et al., 1989;
Goggin et al., 1997; Oh et al., 2008; Brener et al., 2012; Grimes et al., 2016).

Imagen 15. a) Necropsia mostrando gusanos de D. zzmitis en aorta abdominal.; b) Imagen ecografica mostrando D.
immitis en aorta. (Grimes 2016.)

3.8 SIGNOS CLINICOS

Inicialmente los perros infestados por dirofilariosis no muestran sintomatologfa durante
la fase de migracion y maduracion de las larvas, atribuyéndose los signos clinicos a la presentacion
cronica de la enfermedad, de tal forma que su aparicion es paulatina. La presentacion de los signos
depende de la carga parasitaria, cronicidad y la actividad fisica. Los primeros signos que refieren
los propietarios son tos cronica no productiva, que se acentia después del ejercicio. En fases
avanzadas se puede presentar disnea o taquipnea, que se puede relacionar con presencia de

congestion venosa pulmonar o hipertensiéon pulmonar.

Otros signos relacionados pueden ser intolerancia al ejercicio, apatia, pérdida de masa
corporal, efusién pleural y la presencia de sincopes. Se presenta hemoptisis y/o epistaxis cuando

las arterias pulmonares afectadas desarrollan aneurismas y la tos precipita la ruptura de vasos.

Durante la auscultacién pulmonar se pueden percibir estertores difusos bilaterales sobre
las areas de lobulos caudales, asociadas con granulomatosis eosinofilica, aunque puede existir

enfermedad pulmonar sin alteraciones a la auscultacion. A la auscultacion cardiaca, puede existir
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soplo sistélico con punto de mayor intensidad en la region apical derecha, relacionado con
insuficiencia tricuspidea por hipertension pulmonar, ademas de la presencia de soplo diastélico

ulmonar, secundario a insuficiencia pulmonat.
bl

En perros que desarrollan insuficiencia cardiaca congestiva derecha y sindrome de vena
cava, se observa distension y pulsacion yugular, con presencia de hepatomegalia, esplenomegalia
y ascitis. (Imagen 16). La presentacion de arritmias no es habitual ya que menos del 10 % de perros
presentan desordenes de la conduccién cardiaca (Lombard and Ackerman, 1984; Dillon et al.,
1995; Mupanomunda et al., 1997; Venco et al., 2001; Hoch and Strickland, 2008; Bowman and
Atkins, 2009).

Imagen 16. Paciente con signologia de insuficiencia cardiaca congestiva derecha secundario a dirofilariosis
cardiopulmonar canina.

3.9 DIAGNOSTICO

El test serolégico de deteccion de antigenos es el test de eleccion para diagnostico de
dirofilariosis. Existen kits comerciales disponibles basados en técnicas de ELISA o
inmunocromatografia, los cuales detectan antigenos del tejido ovarico de hembras adultas.

(Courtney and Cornell, 1990). (Imagen 17)

Los test tienen una especificidad muy elevada cercana al 100%, por lo que presenta muy

baja posibilidad de presentar reacciones cruzadas con otras dirofilarias

. Gracias a su elevada sensibilidad, la presencia de una sola hembra adulta es suficiente

para la deteccion de antigenos.
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Resultados falsos positivos son poco frecuentes y se relacionan a un inadecuado manejo
del test, 0 a que la lectura del test se haya retrasado mas tiempo del recomendado por el fabricante

(Wang, 1998; McCall et al., 2001b; Atkins, 2003; Lee et al., 2011).

-

.

@l

=il

Imagen 17. Ejemplo de pruebas serologicas de antigeno para diagnostico de Dirgfilaria immitis.

Por otro lado, los resultados falsos negativos pueden suceder en situaciones diversas, ya
sea por baja carga parasitaria, filarias inmaduras o muy viejas, reaccion inmune antigeno-anticuerpo
especifica frente a Dirofilaria immitis, presencia de filarias machos Gnicamente y errores en el manejo
y realizacion del test, por lo que se recomienda seguir las instrucciones del fabricante; en caso de
duda ante este tipo de resultados la recomendacion es repetir el test. (McCall, 2005; American

Heartworm Society, 2014).

Se ha descrito el uso de calor en suero o plasma, para descartar falsos negativos
secundarios a la respuesta antigeno-anticuerpo, donde se encontré un 7.1% positivo (11 de 154
muestras) después de dicho procedimiento, asi como un 13.9% (14 de 101 muestras) con una
densidad 6ptica mayor (mayor color) que el test previo al calentamiento, por lo que podria caber
como recomendacion su uso en caso de dudas al momento de realizar el test de antigeno (Little et

al., 2014; Velasquez et al., 2014).

Pueden existir diferencias en la sensibilidad dependiendo de la cantidad de parasitos
adultos o la cantidad de antigenos circulantes, por lo que la intensidad del color de un test positivo

no es confiable para determinar la severidad de la enfermedad o la carga parasitaria, ya que puede
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existir mayor cantidad de antigenos de forma transitoria, secundario a la muerte un parasito por

ejemplo (Grieve and Knight, 1985; Courtney and Zeng, 1987).

3.9.1 Microfilarias

El detectar microfilarias en sangre siempre debe considerarse como un método
complementario. Esto es debido a que pueden encontrarse microfilarias circulantes no
pertenecientes a D. immitis. Ademas, en algunos casos de dirofilariosis puede no encontrarse
microfilarias circulantes, debido a la parasitacién por un solo sexo, inmadurez de los parasitos,
localizacion ectépica, dirofilarias de edad avanzada, aplicacién de tratamiento preventivo, o por
muerte de parasitos adultos. Sin embargo, en casos que se presenten resultados falsos negativos
para antigeno por la formacién de complejos antigeno-anticuerpo, el observar la presencia de

microfilarias circulantes es de gran utilidad (Velasquez et al., 2014).

Dentro de las diferentes técnicas para visualizar microfilarias se utiliza la observacion
directa, llamada de “gota gruesa”. Con este método se examina directamente una gota de sangre
fresca al microscopio, donde se observan las microfilarias vivas, con un movimiento ondulante y
no progresivo. Otras filarias que se pueden encontrar de manera comun son Acanthocheilonema
reconditum, Dirofilaria repens y Acanthocheilonema dracunculoides. Otro método utilizado se basa en el uso
de un tubo de microhematocrito centrifugado (test de Woo) donde se visualizan las microfilarias

concentradas en la capa flogistica (Kelly, 1973; Ettinger and Feldman, 2009a).

Otros métodos son los llamados test de concentraciéon como el test de filtracion y test
de Knott, los cuales permiten tefir las microfilarias para su posterior observacion, siendo este
ultimo el test de referencia para determinar la morfologia de microfilarias circulantes (Knott, 1939).
El test de Knott permite distinguir morfolégicamente entre Dirofilaria immitis, Dirofilaria repens y
Acanthocheilonema spp, pero la diferencia entre las dos dltimas necesita el empleo de técnicas
moleculares o bioquimicas para su identificacion, por el rango de tamafo parecido (Magnis et al.,

2013).

Aunque dicho método puede que no sea preciso, debido principalmente a la

interpretacion del observador. También se puede emplear la identificaciéon de microfilarias con la
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técnica de reaccion en cadena de polimerasa (PCR), la cual puede ser de gran utilidad para los

casos de test de antigeno negativo (Casiraghi et al., 2006; Rishniw et al., 2006; Oi et al., 2015).

En un estudio en el que se comparo la sensibilidad de diagnéstico para microfilarias de
D. immutis por el método del test de Knott y de gota fresca en 150 perros a nivel de campo se

demostré que ambos métodos son comparables en términos diagnostico. (Marcos et al., 2010).

De la misma forma, en otro estudié con 70 perros se determiné la correlacion entre el
método del test de Knott, el test del método cuantitativo de tubo de microhematocrito (test de
Woo) y de gota fresca, y se observo una sensibilidad de 100%, 98% y 92.3% respectivamente. En
los métodos mencionados anteriormente, la utilidad del método de la gota fresca por la facilidad
y sensibilidad del procedimiento lo hace mas practico, siendo el test de Knott la prueba estandar

para diferenciacion de la morfologfa de las microfilarias (Mylonakis et al., 2004).

Otro método de facil aplicacion y confiable, que permite la diferenciacién mas precisa
es el método histoquimico de la fosfatasa acida, el cual se basa en identificar la morfologfa y la
distribucién somatica de las regiones de actividad de fosfatasa acida que las diferentes microfilarias
presentan, tifiéndose de color rojo el poro excretot, poro anal y/o la totalidad del parasito. En el
caso de D. zmmitis, las microfilarias presentan actividad fosfatasa en su poro excretor y poro anal

(Chalifoux and Hunt, 1971; Acevedo et al., 1981).

3.9.2 Radiologia

LLa radiografia esta considerada como un método diagnostico de apoyo y de gran utilidad
para evaluar la severidad de la enfermedad, ademas de monitorizar los cambios secundarios al
tratamiento, ya sea a nivel de campos pulmonares, silueta cardiaca y grandes vasos, especificamente
en camaras derechas y arteria pulmonar principal y periféricas, ayudando al clinico en el momento

de la toma de decisiones terapéuticas (Bahr, 2009).

Se estima que un 85% de casos positivos a dirofilariosis presentan cambios radiolégicos
(Bowman and Atkins, 2009) por lo que el estudio radiografico debe realizarse de manera rutinaria
en el momento del diagndstico, durante la fase de tratamiento y al final del mismo,
independientemente de las alteraciones encontradas en el examen clinico, para obtener una

aproximacion objetiva de las alteraciones cardiopulmonares.
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Los cambios radiograficos observados en la dirofilariosis canina varfan principalmente
en funcién de la duracién y severidad de la enfermedad, y circunstancias individuales como la
actividad fisica (Dillon et al., 1995). Los cambios radiograficos observables son: dilataciéon del
ventriculo derecho, dilatacién del atrio derecho (menos habitual), y dilatacién de arteria pulmonar
principal y arterias pulmonares periféricas adoptando un aspecto tortuoso (Quinn and Williams,

2011b).

Los cambios en el parénquima pulmonar se asocian con la formacion de
tromboembolismos pulmonares y con el aumento de la permeabilidad vascular (Calvert and

Rawlings, 1985; Ackerman, 1987; Litster and Atwell, 2008; Bowman and Atkins, 2009)

En la proyeccién ventrodorsal y/o dorsoventral, ratios de artetia pulmonar caudal
derecha/ancho de 9° costilla mayores a 1 se consideran anormales (Tudor et al., 2014; Oui et al.,
2015) siendo esto frecuente en dirofilariosis (Litster et al., 2005a). Segun Bahr (2009), de forma
visual la superposicion de estas estructuras forma una sombra que en perros normales debe tener
lados iguales. Si la arteria esta aumentada, el eje largo de la sombra sera horizontal. En la
proyeccion latero-lateral, al evaluar las arterias del I6bulo craneal, estas no deben de ser mayores a

1.2 veces el tamano de la cuarta costilla en su porcién mas proximal (Thrall and Losonsky, 1976).

Para evaluar la arteria pulmonar principal, la proyeccién indicada es la proyeccion
ventrodorsal y/o dorsoventral, donde se observa una dilatacion, utilizando la analogia de horas de
reloj en posicion de la 1. Para evaluar dilatacion del ventriculo derecho, en la vista latero-lateral se
aprecia aumento del contacto cardioesternal, con pérdida de la cintura craneal, asi como aumento
de la silueta cardiaca; de manera normal, el contacto cardioesternal medido por espacios
intercostales no debe pasar de 2.5-3 espacios, aunque se deben de tomar en cuenta las diferencias
por la configuracion del torax. En la proyeccion dorsoventral/ventrodorsal el ventriculo derecho
se redondea y desplaza mas hacia el hemitérax derecho, observandose lo que se llama signo de “D
invertida” (Bahr, 2009). El indice cardiovertebral también puede ser util para evaluar
objetivamente la silueta cardiaca y la presencia de cardiomegalia asociada a la severidad y evolucion

de la dirofilariosis (Litster et al., 2005a).
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Su uso es de gran utilidad en especial durante la fase del tratamiento, tomando en

consideracion que la severidad y cambios radiograficos son mayores en relacion con los signos

clinicos (Ackerman, 1987; Buchanan and Bucheler, 1995; Kim, 1995; Litster et al., 2005).

Imagen 18. Estudios radiograficos donde se aprecian el desarrollo de los cambios secundarios a dirofilariosis
cardiopulmonar, donde la imagen (a) corresponde a paciente sin cambios vasculares o pulmonares aparentes; la
imagen (b) corresponde a un paciente con enfermedad leve; la imagen (c) corresponde a paciente con enfermedad
moderada; y la imagen (d) corresponde a paciente con enfermedad severa.

n TESIS DOCTORAL

UNIVERSIDAD DE LAS PALMAS
DE GRAN CANARIA



REVISION BIBLIOGRAFICA DIROFILARIOSIS

Los cambios en parénquima pulmonar se relacionan principalmente con
tromboembolismos pulmonares, causados por parasitos muertos o coagulos secundarios a los
eventos inflamatorios por obstruccion de las arterias. Se aprecia un aumento de densidad focal o
multifocal adyacente a las arterias pulmonares afectadas, como infiltrados perivasculares, donde el
patron puede ser leve, moderado o severo dependiendo de la etapa de la enfermedad (Holmes et

al., 1992; Bowman and Atkins, 2009; Tudor et al., 2014). (Imagen 19)

Imagen 19. Estudio radiografico Ll izg-Ll dech, con cambios compatibles a tromboembolismo pulmonar
secundario a dirofilariosis cardiopulmonar.

Se ha propuesto una clasificacion subjetiva para clasificar la dirofilariosis en 4 grados de
severidad, guiandose por los cambios radiograficos mediante un estudio radiolégico simple en

proyeccion latero-lateral izquierda (Venco et al., 2001):

1. Sin presencia de cambios vasculares y/o parénquima pulmonar.

2. Presencia de lesiones en parénquima (patrén broncoalveolar), sin evidencia de lesion
vascular.

3. Enfermedad pulmonar arterial moderada con ligera dilataciéon de, al menos, una arteria

interlobar, mayor que la vena correspondiente.
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4. Enfermedad pulmonar arterial severa, con dilataciéon y tortuosidad evidente de arterias

pulmonares lobares craneales y de la arteria pulmonar principal. (Imagen 18)

Durante la fase inicial de desarrollo de la enfermedad se observan signos radiograficos
menos severos, desarrollandose gradualmente la severidad de dichos signos. Estos cambios
también pueden ser mas evidentes después del tratamiento adulticida, por el desarrollo de
tromboembolismos secundario a la muerte de los parasitos. Se ha descrito que las lesiones se
observan durante los primeros seis meses post-tratamiento o hasta diez meses desde el diagnostico
inicial y disminuyen su severidad gradualmente; no obstante, si las lesiones pulmonares persisten
se relacionan con la persistencia de dirofilariosis (Rawlings et al., 1981; Mavropoulou et al., 2014a;

Tudor et al., 2014).
3.9.3 Ecocardiografia

La ecocardiografia en la dirofilariosis es una herramienta de diagnéstico que permite
determinar cambios estructurales y funcionales a nivel de camaras cardiacas derechas y en arteria
pulmonar, asi como valorar la evoluciéon durante todo el proceso de enfermedad. Los cambios
cronicos que producen remodelacion cardiaca y alteraciones de la vasculatura, permiten evaluar la
evolucion de forma objetiva atin en pacientes sin evidencias de signos clinicos o radiograficos en

las fases iniciales de la dirofilatiosis.

Mediante la ecocardiografia se pueden observar las filarias adultas, las cuales presentan
una imagen en forma de dos lineas hiperecoicas paralelas. Sin embargo, su observaciéon mediante
esta técnica no es un método diagnostico efectivo ya que no siempre es posible su visualizacion
directa. Las filarias adultas se sitan principalmente en las ramas periféricas de las arterias
pulmonares, por lo que en casos de baja carga parasitaria es posible no observarlas, ya que salen
del campo visible ecograficamente. Por otro lado, en pacientes con elevada carga parasitaria se
pueden observar en arteria pulmonar derecha, izquierda, arteria pulmonar principal y ventriculo

derecho.

El determinar de forma objetiva el nimero exacto de parasitos mediante ecocardiografia

no es posible, debido a que en la misma imagen ecografica se puede estar observando varios cortes
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de un mismo parasito, que por su disposicion y longitud puede dar imagen de multiples parasitos.
Por otro lado, los artefactos pueden conducir a un falso diagnéstico positivo (Quinn and Williams,

2011b; Paradies et al., 2014).

Se ha propuesto una clasificacion segin la carga parasitaria, basada en una puntuacion
de 1 (baja carga) a 4 (alta carga), de acuerdo a las caracteristicas de visualizacién de los parasitos

en las arterias pulmonares (Venco et al., 2001):

1. No se visualizan parasitos.

2. Visualizacion de parasitos en la parte distal de arteria pulmonar derecha. (Imagen 20)

3. Visualizaciéon de parasitos ocupando arteria pulmonar derecha y extendiéndose hasta
arteria pulmonar principal. (Imagen 21)

4. Visualizacion de parasitos ocupando toda la arteria pulmonar derecha y arteria pulmonar

principal a nivel de la valvula pulmonar. (Imagen 22)

En los perros que presentan una alta carga parasitaria con sindrome de vena cava, las
dirofilarias pueden observarse en el ventriculo y atrio derecho, vena cava craneal y caudal y, en
casos donde se produzca tromboembolismos, también es posible observarlos en arterias
pulmonares (Sasaki et al., 1992; Kittleson, 1998; Hidaka et al., 2003; American Heartworm Society,
2014).

Los cortes ecocardiograficos establecidos para poder determinar la presencia de filarias
son: corte transversal transaortico, para observar la arteria pulmonar principal, tracto de salida del
ventriculo derecho, valvula pulmonar y arteria pulmonar derecha e izquierda, a través la ventana
paraesternal derecha, y corte oblicuo desde el anterior para observar la arteria pulmonar derecha

hacia distal (Thomas et al., 1993; Boon, 2012).

En modo B se pueden apreciar inicialmente modificaciones secundarias a los cambios
de presion en el ventriculo derecho como son engrosamiento de la pared del septo interventricular
y pared libre ventricular derecha, asi como dilatacién de arterias pulmonares. En casos donde se
ha desarrollado hipertension pulmonar, también se puede observar aplanamiento septal con

movimiento paradéjico del septo interventricular. Es comin observar dilatacion del ventriculo
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derecho en casos de enfermedad severa, perdiendo su proporciéon normal en relacion al ventriculo

izquierdo (Tai and Huang, 2013). (Imagen 23)

MapaYIi0/0
D 11.0cm
DR 84
FR 79 Hz
AO 100 %

Imagen 20. Corte transversal transadrtico a nivel de valvula pulmonar, con evidencia de filatias adultas en arteria
pulmonar derecha.

Imagen 21. Corte transversal transaértico de arteria pulmonar principal y derecha, con presencia de filarias adultas
en atrio y ventriculo derecho, ademas de arteria pulmonar derecha y pulmonar principal.
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Imagen 22. Corte transversal transaértico de arteria pulmonar, donde se aprecia, estructuras hiperecoicas sugerentes
de filarias adultas en arteria pulmonar principal y derecha.

En modo Doppler espectral y color, los cambios observados son aumento de la
velocidad del flujo pulmonar y por tanto creacién de un gradiente de presion, regurgitacion
pulmonar y tricuspidea, ademas de cambios en el perfil de pico sistolico pulmonar (Kellihan and

Stepien, 2012b).

La endarteritis conlleva a un aumento progresivo de la presion arterial pulmonar,
secundario a una reducciéon de la elasticidad del lecho vascular pulmonar, lo cual termina
desarrollando hipertensiéon pulmonar. Para evaluar estos cambios en la vasculatura pulmonar,
mediante ecocardiografia se evalua el indice de distensibilidad de la arteria pulmonar derecha,
indice que se ha utilizado como un método util para evaluar el grado de hipertensiéon pulmonar,

aun en ausencia de flujo regurgitante tricuspideo (Venco et al., 2014b; Visser et al., 2010).
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Imagen 23. Hipertrofia excéntrica de ventriculo derecho (VD) secundaria a dirofilatriosis cardiopulmonar canina. (a)
Imagen ecocardiografica en corte transversal de ventriculo izquierdo (VI) observandose dilatacion evidente de VD en
relacién a ventriculo izquierdo y aplanamiento septal; (b) Imagen ecocardiografica en corte longitudinal, con presencia
de filarias adultas en atrio derecho, en mismo paciente.

3.9.4 Electrocardiografia

La electrocardiografia para el diagnostico de dirofilariosis permite determinar la
presencia de arritmias y agrandamiento de ventriculo derecho. Las arritmias mas frecuentes que
suelen observarse son bloqueo de rama derecha y complejos atriales y ventriculares prematuros.
Asimismo, los cambios observables en el trazado electrocardiografico son compatibles con
agrandamiento de ventriculo derecho pudiendo aparecer desviacion del eje eléctrico medio hacia
la derecha. Si bien la presentacién de arritmias es poco usual, pueden generarse en casos de
enfermedad moderada a severa, sindrome de vena cava, insuficiencia cardiaca e hipertension

pulmonar (Hoch and Strickland, 2008; Atkins, 2009). (Imagen 24)

Se ha estudiado la correlacién de los métodos descritos previamente (radiologia,
ecocardiografia y electrocardiografia) y los resultados sefialan que la incidencia de hipertrofia
ventricular derecha medida por electrocardiografia mostré correlaciéon con el incremento de
ventriculo derecho por radiologia; también se observaron cambios electrocardiograficos en perros

con dirofilariosis moderada a severa estimada por ecocardiografia (Lombard and Ackerman, 1984).
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Imagen 24. Electrocardiogramas con presencia arritmias en perros con dirofilariosis cardiopulmonar.

3.9.5 Pruebas de laboratorio

En dirofilariosis, los cambios hematolégicos y anomalias bioquimicas no son practicos
como referentes diagnoésticos. No obstante, son de utilidad para evaluar enfermedades

concomitantes, estén o no relacionadas a la dirofilariosis (Atkins, 2009).

Las alteraciones hematolégicas mas comunes incluyen anemia no regenerativa,
neutrofilia, eosinofilia, basofilia y trombocitopenia, observandose en la fase de tratamiento un
aumento de los eosinéfilos (Rawlings, 1982). En el caso de dirofilariosis oculta (amicrofilarémicos)
se ha encontrado neutrofilia, la cual se asocia a la actividad inmunolégica frente a las microfilarias
a nivel vascular, y eosinofilia por la presencia de microfilarias circulantes (Snyder et al., 1967;
Gossett et al., 1987). La anemia suele ser de leve a moderada, con disminucién en los niveles de
hemoglobina y aumento de los tiempos de sedimentaciéon de los eritrocitos; también se ha

observado presencia de trombocitopenia moderada a severa (Niwetpathomwat et al., 2007).

La elevacion de las enzimas hepaticas como ALT y AST, azotemia e hiperbilirrubinemia
es posible en pacientes con enfermedad severa. En el urianalisis, puede observarse proteinuria con
albuminuria por el desarrollo de glomerulonefritis en casos de enfermedad severa (Sharma and
Pachauri, 1982; Nduka, 1985; Atkins, 2009; Bowman and Atkins, 2009). En el caso de presentarse
insuficiencia cardiaca congestiva, se puede observar aparicién de ascitis con trasudado modificado

(Atkins, 2009).
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En caso de presentarse
sindrome de vena cava, los cambios
incluyen anemia hemolitica por hemolisis
intravascular, debido a la ruptura que
provoca el contacto de los eritrocitos
pasando a través de las dirofilarias situadas
en el atrio derecho y vena cava, y por la
fragilidad de la membrana del eritrocito

(Atwell and Farmer, 1982). (Imagen 25)

Imagen 25. Hemoglobinuria secundaria a dirofilariosis

) cardiopulmonar, en caso de sindrome de vena cava,
En estos pacientes se desarrolla comparado con una muestra normal.

(http://cal.vet.upenn.edu)

hemoglobinemia, hemoglobinuria, acido-
sis metabdlica, disminucién de la funcién hepatica y renal con aumento de enzimas hepaticas e
hiperbilirrubinemia, leucocitosis con desviacion a la izquierda, ademas de alteraciones de la
coagulacion con trombocitopenia e hipofibrinogenemia presentandose coagulacioén intravascular

diseminada (Strickland, 1998; Bowman and Atkins, 2009).

3.10 PROFILAXIS

El uso de medicacion para prevenir la dirofilariosis debe realizarse durante toda la vida
del perro, iniciandose desde las 6-8 semanas de edad. Lla administracién de quimioprofilaxis es

imprescindible para evitar la infeccion, especialmente en regiones hiperendémicas (Atkins, 2009).

El tratamiento profilactico de eleccién se basa en la administracion de lactonas
macrociclicas como son la ivermectina, moxidectina, milbemicina o selamectina. (McCall et al.,
1986). Estos farmacos se presentan en diferentes preparados comerciales para ser administrados
mensualmente por via tépica y oral, o anualmente por via parenteral. Presentan eficacia para la
eliminaciéon de microfilarias sin mostrar efectos adversos (McCall et al., 2001a; McCall et al.,

2014a).

Las lactonas macrociclicas tienen una alta efectividad. Presentan accidn sobre los canales

de cloro ligados al glutamato, previenen la secrecion de proteinas inmunomoduladoras parasitarias,
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incrementando la vulnerabilidad del parasito frente al sistema inmune (Wolstenholme, 2013).

(Imagen 206)
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Imagen 26. Representacién esquematica del mecanismo de accién de lactonas macrociclicas. (Omura, 2008).

Siguiendo las recomendaciones de la American Heartworm Society (2014), en cachorros
se debe iniciar la profilaxis tan pronto sea posible, no mayor de 8 semanas de edad y deben
realizarse pruebas de antigeno cada afo consecutivamente, principalmente en regiones
hiperendémicas. En perros mayores de 7 meses, antes de iniciar el tratamiento preventivo se debe
realizar un test de antigeno y repetir la prueba 6 meses después, para descartar una previa infeccion
en periodo prepatente. Igualmente, en casos de animales adultos donde no haya historia previa de
toma de preventivo, o cuando exista un lapso de tiempo considerable sin recibir quimioprofilaxis,

se debe de realizar el mismo protocolo.

Las lactonas macrociclicas presentan una efectividad del 97.7% y 95.1% contra larvas de
3 a 4 meses respectivamente. También se ha descrito que tratamientos a largo plazo de hasta 31
meses la efectividad en casos de infeccién con larvas de 5 meses llega hasta el 98.7%. En el caso
de adultos se observo efectividad del 56.3% en animales infectados experimentalmente con
dirofilarias de 8 meses de edad tras 16 meses de tratamiento, y del 94.9% frente a parasitos de 7

meses de edad tras recibir lactonas macrociclicas durante 29 meses (McCall, 2005).
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Con los datos previos expuestos, se determiné que el uso de lactonas macrociclicas actaa
sobre las larvas 1.3 y L4, interrumpiendo su desarrollo a adultos. También se observé que tienen
accion sobre las larvas inmaduras de 4 a 5 meses de edad, asi como en adultos jovenes de 6-7
meses; este efecto se denomina “reach back” y permite tener una ventana de seguridad frente a
retraso en la administraciéon de una dosis de quimioprofilaxis. Sin embargo, no se recomienda su

administracién como tratamiento adulticida (Venco et al., 2004; McCall, 2005).

3.11 TRATAMIENTO

Al iniciar el tratamiento adulticida, se debe tener en cuenta los hallazgos clinicos y de
diagnostico, como son radiologia y ecocardiografia, para clasificar al paciente segun la gravedad
(D1 Sacco and Vezzoni, 1992). Para esto se ha elaborado una clasificaciéon de acuerdo a los

hallazgos encontrados en los estudios y examen clinico. (Tabla 1)

CLASIFICACION CLINICA DE DIROFILARIOSIS CANINA

CLASIFICACION SIGNOLOGIA PRONOSTICO

Anamnesis y exploracion fisica normales.

FAVORABLE

CLASE 1 Radiografia, ecocardiografia y analitica normal.

Intolerancia al ejercicio, tos persistente, disnea,

anorexia, caquexia, soplo sistolico.
CLASE III Radiograffa con aumento de arterias pulmonares y
ventriculo derecho. GRAVE

Ecocardiografia con presencia de filarias en arterias

pulmonares y ventriculo derecho.

Tabla 1. Clasificacién clinica de dirofilariosis canina. (Di Sacco and Vezzoni, 1992.)
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Esta clasificacion resulta atil para establecer el estado clinico del paciente y como guia para la toma
de decisiones al iniciar un tratamiento. Sin embargo, a la hora de abordar el tratamiento adulticida
se ha propuesto una clasificacion basada en el riesgo de desarrollo de complicaciones
tromboembolicas durante la muerte de los parasitos como se sefiala en la tabla 2 (McCall et al.,

2008a). (Tabla 2)

CLASIFICACION EN FUNCION DE DESARROLLO DE

TROMBOEMBOLISMO PULMONAR

Bajo riesgo de complicaciones tromboembdlicas Riesgo elevado de complicaciones
(debe cumplir todos los requisitos) tromboembdlicas (cumplir un solo requisito es

suficiente)

Asintomaticos Sintomas de dirofilariosis

Radiografias toracicas normales Radiografias toracicas con anomalias

Bajo nivel de antigenos circulantes Elevado nivel de antigenos circulantes

No se visualizan parasitos en ecocardiografia Visualizacion de parasitos en ecocardiografia

Sin enfermedades concomitantes Enfermedades concomitantes

Restriccion de ejercicio durante el tratamiento No restriccion del ejercicio durante el tratamiento

Tabla 2. Clasificacion del estado de gravedad segin eventos tromboembdlicos. (McCall et al., 2008).

Independientemente de la categorfa en que se encuentre el perro, siempre debe
recomendarse la restriccion de ejercicio. En funcién de su estado clinico, se debe prescribir
tratamiento para estabilizar al paciente de acuerdo a las alteraciones presentes. Frente a
complicaciones pulmonares (dificultad respiratoria, tos, intolerancia al ejercicio), el uso de
glucocorticoides es util reduciendo la respuesta inflamatoria a los parasitos muertos, disminuyendo
la sintomatologfa especialmente frente a sospecha de tromboembolismos. Sin embargo, no se debe
administrar como medida profilactica frente a la formacion de trombos, pues los glucocorticoides
son procoagulantes y podrian predisponer a la misma formacién de tromboembolismos (Carreton

et al., 2014a).

El uso de vasodilatadores (inhibidores de la enzima de conversiéon de angiotensina) y
diuréticos (furosemida) puede ser util en el caso de que se presente insuficiencia cardiaca

congestiva derecha. La fluidoterapia estarfa indicada en presencia de complicaciones renales, pero
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en estos pacientes la mejoria se observa cuando se eliminan los parasitos adultos y las microfilarias

(Rawlings, 1986; Kittleson, 1998).
3.11.1 Tratamiento microfilarias

Una vez hecha la evaluacién del estado clinico del paciente, se debe proceder a eliminar
las distintas fases de desarrollo del parasito. Se realiza el tratamiento inicial contra las microfilarias
y las larvas migratorias (I3 y I.4). Para ello las lactonas macrociclicas a dosis preventivas eliminan

gradualmente las microfilarias y los estados larvarios 1.3 y I.4. (Tabla 3)

LACTONAS MACROCICLICAS

Principio activo | Frecuencia Via Edad minima de
administracién
Ivermectina Mensual Oral 6 semanas
Milbemicina Mensual Oral 2 sem (<1kg de peso)
Selamectina Mensual Tépico 6 semanas
Moxidectina Anual Inyectable 3 meses
Mensual Topico 6 semanas

Tabla 3. Indicaciones de uso de lactonas macrociclicas en microfilaremia.

El inicio del tratamiento preventivo debe ser 2 o 3 meses previos al tratamiento adulticida.
Las lactonas macrociclicas eliminaran las microfilarias y larvas menores de 2 meses de edad. De
esta manera, en este periodo de tiempo se permite que las larvas de mayor edad crezcan lo
suficiente para ser susceptibles al tratamiento adulticida con melarsomina dihidrocloruro (filarias
>4 meses de edad) (Atkins and Mliller, 2003; McCall et al., 2004 American Heartworm Society,
2014). De las diferentes lactonas macrociclicas disponibles, se recomienda el uso de ivermectina

por su mayor rango de accion frente a diferentes estadios larvarios (Atkins, 2009).

3.11.2 Tratamiento frente a Wolbachia

D. immutis alberga la bacteria Wolbachia pipientis, perteneciente a la familia Rickettsiaceae,
endosimbionte intracelular que es fundamental para la vida del parasito y se encuentra en todas

sus fases de desarrollo. Su eliminacién mediante la administracion de doxiciclina en perros (10
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mg/kg dos veces al dia durante 30 dias) puede inhibir la embriogénesis, desarrollo larvario, la
produccion de microfilarias y la supervivencia de parasitos adultos (KKramer et al., 2008; McCall et

al., 2008a; Kramer and Genchi, 2014; McCall et al., 2014b).

La liberacion de estas bacterias esta asociada a la secrecion de citoquinas proinflamatorias,
al reclutamiento de neutréfilos y al aumento de inmunoglobulinas especificas. Por ello, al
administrar ivermectina con doxiciclina previo al tratamiento adulticida con melarsomina se reduce
la patologfa pulmonar secundaria a la muerte de los parasitos, comparado con aquellos que solo

recibieron tratamiento con melarsomina hasta un 60 % (American Heartworm Society, 2014).

Ademas, se ha descrito que los mosquitos que se alimentan de perros con dirofilariosis
tratados con doxiciclina, desarrollan la fase larvaria 1.3 con motilidad y apariencia normal, pero no

logran desarrollarse a adultos en el hospedador vertebrado (McCall et al., 2008a).

3.11.3 Tratamiento adulticida

El tnico tratamiento adulticida para dirofilaria registrado es el derivado arsenical

dihidrocloruro de melarsomina (Immiticide, Merial®) a dosis de 2.5 mg/kg. (Imagen 27)

T.as recomendaciones de la American

IMMITICIDE

5 vials of freeze dried powder for injection
5 vials of water for injection

Heartworm  Society  (2014) aconsejan la

eliminaciéon gradual de los parasitos adultos,

e administrando tres inyecciones como se explica a
MMITICIDE

IMMITICIDE
= < e continuacion: Una dosis inicial, seguida tras 4
E : » e semanas por dos dosis con diferencia de 24 horas
Imagen 27. Presentacién comercial de melarsomina, )
para tratamiento adulticida. entre si. De esta manera, la muerte de los gusanos

adultos se produce de forma escalonada con lo que se incrementa la seguridad frente a la formacion
de tromboembolismos; ademas, este protocolo presenta una mayor eficacia adulticida. El farmaco
se administra por via intramuscular profunda en los musculos epiaxiales en la regién lumbar a nivel
de L3 a L5, ya que el producto es irritante y puede causar miositis, y en esa region suele ser bien

tolerado hasta en un tercio de los pacientes tratados.

Una vez terminado el tratamiento adulticida se debe continuar con la administracion de

lactonas macrociclicas para evitar nuevas infestaciones. Se debe realizar un test de antigenos para
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determinar la eliminacién de los adultos y el éxito del tratamiento adulticida tras seis meses de la
ultima dosis de melarsomina. Un test positivo sugiere una reinfestacion o infestacion persistente.
No se recomienda realizar el test de antigenos antes de los 6 meses (4 a 5 meses) porque atin puede
haber antigenos presentes, debido a que los parasitos adultos siguen muriendo hasta después de

un mes del tratamiento y sus antigenos pueden tardar unos meses en eliminarse del organismo

(McCall et al., 2004).

No se recomienda la administracion de lactonas macrociclicas como tratamiento
adulticida, ya que la eliminacion paulatina de los parasitos adultos es muy lenta, su muerte no
sucede de manera controlada y no necesariamente se acompafia de mejoria clinica (McCall et al.,
2001b; Venco et al., 2004; McCall, 2005). Se debe tener en cuenta que aunque el tratamiento con
lactonas macrociclicas orientado hacia la eliminacién de dirofilarias adultas, no es recomendable;
se ha observado una mejor respuesta de efecto adulticida a largo plazo en perros infectados
experimental y naturalmente con la adicién de doxiciclina al tratamiento con buena tolerancia, si
bien atn son necesarios mas estudios para determinar la viabilidad de este tratamiento (Bazzocchi
et al., 2008a, b; Grandi et al., 2010; Mavropoulou et al., 2014b; Passeri et al., 2014; Stepanovic et
al.,, 2015).

3.11.4 Tratamiento del tromboembolismo pulmonar

La formacion de tromboembolismos es mayor durante la fase de tratamiento adulticida
por la muerte de los parasitos. Esto ocasiona una reaccion inflamatoria que puede cursar con
hemoptisis, edema pulmonar y presencia de tos. También se ha descrito presencia de hemorragias
focales con coagulacion y fibrindlisis asociadas, pudiendo desarrollarse coagulacion intravascular

diseminada (Calvert and Rawlings, 1985).

Se recomienda el uso de esteroides como la prednisona a dosis descendentes y
oxigenoterapia para evitar hipoxia, ya que la formacién de tromboembolismos junto a periodos
largos de hipoxia puede agravar o desarrollar hipertension pulmonar (Rawlings and Tackett, 1990).
El uso de aspirina no se recomienda para el tratamiento de la arteritis pulmonar dado que la
evidencia clinica de su eficacia es escasa (McCall et al., 2004; Atkins, 2009; American Heartworm

Society, 2014).
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3.11.5 Extraccion quirurgica de los parasitos

En perros con altas cargas parasitarias o con sindrome de la vena cava, existe una
alternativa al tratamiento adulticida que es la extraccién por via transyugular (preferentemente
derecha) de las filarias adultas accediendo a las camaras cardfacas y arterias pulmonares mediante
el uso de forceps flexibles Alligator o un lazo quirtrgico intravascular (Jackson et al., 1966; Sasaki
et al., 1989; Ishihara et al., 1990; Bové et al., 2010). (Imagen 28). Esta técnica quirdrgica permite
minimizar los riesgos relacionados con los fenémenos tromboemboélicos inducidos por los
medicamentos adulticidas que ocurren después la muerte de los parasitos (Morini et al., 1998).
Posteriormente a la extraccion quirdrgica, se debe realizar un tratamiento adulticida tradicional

para eliminar el resto de los parasitos adultos, asi como las microfilarias y larvas migratorias

(Strickland, 1998).

Imagen 28. Extraccion quirurgica de filarias adultas. (Hospital Valencia Sur-Venco).
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3.12 HIPERTENSION PULMONAR

La hipertension pulmonar (HTP) se ha descrito como una enfermedad dependiente de
diversos factores y asociada a gran nimero de patologias, donde la vasculatura pulmonar sufre
remodelaciéon, aumentando la presiéon en el lecho vascular pulmonar. Histéricamente, el
diagnostico de HTP no ha sido sencillo ya que la sintomatologia es variada, y los signos asociados
a la enfermedad son inespecificos. En la actualidad, gracias a los avances en investigacion y
tecnologia, se ha facilitado su diagnéstico, monitorizacion y tratamiento. Esto ha hecho que la

HTP sea diagnosticada mas frecuentemente mejorando asi el prondstico de la enfermedad.

La HTP ha sido descrita como un hallazgo patofisiologico resultado de la interaccion entre
el fluyjo sanguineo pulmonar (salida cardiaca del ventriculo derecho), la resistencia vascular

pulmonar y la presion post-capilar, reflejo de la presion del atrio izquierdo (Stepien, 2009).

Desde el punto de vista diagnoéstico, se define como el aumento de la presion arterial
diastolica y/o sistdlica de la arteria pulmonar. En HTP, la presion sist6lica pulmonar atterial es
>30 mmHg, la presiéon diastdlica pulmonar arterial >15 mmHg, o la presién media arterial

pulmonar >20 mm Hg (Serres et al., 2007; Kellihan and Stepien, 2012b).

En perros, la HTP secundaria a dirofilariosis es una de las causas reconocidas de origen
precapilar, apareciendo de forma secundaria a los efectos mecanicos e inmunolégicos por la
presencia de los parasitos. Esto conduce a un incremento de la resistencia vascular y presion en el
sistema vascular pulmonar (Sasaki et al., 1992; Johnson et al., 1999; Pyle et al., 2004; Quinn and
Williams, 2011a; Tai and Huang, 2013). En dirofilariosis, los cambios fisiopatolégicos dan lugar a
vasoconstriccion, proliferacion celular del musculo liso vascular y endarteritis de la intima, asi

como tromboembolismos pulmonares (Kramer et al., 2008; McCall et al., 2008b).

El aumento de presion en el atrio izquierdo, relacionado principalmente con enfermedad
valvular mitral o cardiomiopatia dilatada, puede desembocar en insuficiencia cardiaca derecha
secundaria a insuficiencia cardiaca izquierda y desarrollo de HTP (Stepien, 2009; Kellihan and
Stepien, 2012b). En estudios previos, se encontré un 40% de pacientes diagnosticados de HTP

con aumento de presion de atrio izquierdo (Johnson et al., 1999), asi como cambios en la presion
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de corazén derecho en perros con enfermedad valvular degenerativa mitral (Chiavegato et al.,

2009; Opitz et al., 2011; Kellihan and Stepien, 2012a).

El cateterismo cardiaco es la medida ideal para el diagnéstico de HTP, ya que permite
determinar de forma directa y fiable las presiones en camaras cardiacas (Kellithan and Stepien,
2010). En medicina veterinaria, este método no esta al alcance del veterinario clinico ya que
requiere conocimientos técnicos, y una infraestructura especializada, quedando para realizacion
exclusiva en centros de investigacion o de referencia. Ademas, requiere de sedacion y/o anestesia,

que se puede considerar de alto riesgo en pacientes inestables (Gupta et al., 2011).

Actualmente, la ecocardiografia se emplea como método diagndstico para determinacion
de HTP en medicina veterinaria. Mediante esta técnica, se evaldan los cambios hemodinamicos y
estructurales que se producen, ya que se ha demostrado una fuerte correlacién entre dichos
cambios y la medicion de presién pulmonar mediante cateterismo (Arcasoy et al., 2003; Bacal et
al., 2010). Entre los cambios evaluables para determinar la presencia de HTP estan la valoracion
subjetiva de los cambios cardiacos por el aumento de presiéon en camaras derechas y arteria
pulmonar; como la dilatacién de la arteria pulmonar, ventriculo derecho, atrio derecho,
engrosamiento de las paredes del ventriculo derecho, asi como el analisis mediante Doppler de la
insuficiencia valvular tricuspidea y pulmonar, y los perfiles sistolicos de tiempos de eyeccion de

arteria pulmonar (Johnson et al., 1999).

3.12.1 Anatomia ventricular derecha

El ventriculo derecho tiene una forma piramidal con tres caras y una base. La base
corresponde a la valvula tricaspide y la via de entrada del ventriculo derecho y las caras son: la
region anterior de la pared libre, la region posterior de la pared libre y el septum interventricular.
El tracto de salida corresponde al infundibulo. La via de entrada y el tracto de salida estan
separados por la cresta supraventricular, ademas de la banda moderadora que atraviesa desde el
septo interventricular hasta la pared libre; que esta adosada al septo interventricular por delante y
por detras (Tazar and Alvarez, 2012). Factores como el aumento de presién o de volumen pueden

modificar la conformacién estructural del ventriculo derecho.
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La disposicion anatémica de sus paredes y una pared libre delgada le otorgan al ventriculo
derecho un alto grado de distensibilidad con la capacidad de albergar grandes volumenes y bajas
resistencias, requiriendo de solo 5 mmHg como gradiente de presiéon para lograr la circulacién
pulmonar (Lee, 1992). Esto le permite adaptarse a sobrecargas de presion, ya que el lecho vascular
pulmonar compensa el aumento de presion al distenderse, disminuyendo la presiéon en el
ventriculo (Fishman, 19706). Esta anatomia compleja dificulta la medicién adecuada de su funcién
mediante ecocardiografia, que es la técnica de imagen cardiovascular diagnéstica mas usada. Por
esto, varias medidas y gufas han sido validadas para medir su funciéon (Rudski et al., 2010;

Hammoudi and Cohen, 2014).

El sistema vascular pulmonar normal se caracteriza por ser de baja presion, baja resistencia
vascular y elevada distensibilidad. La presién normal de la arteria pulmonar es de 14 mmHg, y en
situacion de aumento del gasto cardiaco, la adaptacion de la vasculatura permite que, de manera
normal, se pueda realizar esa sobrecarga de presion y de volumen, logrando mantener el equilibrio
entre precarga y postcarga. El ventriculo derecho es sensible al aumento de la postcarga y responde
de manera inadecuada a los cambios agudos de presion, como en el caso de tromboembolismos
pulmonares, siendo los incrementos crénicos de presion mejor tolerados (Barnard and Alpert,

1987; Tazar and Alvarez, 2012).

Cuando esta capacidad compensatoria es excedida, la presiéon pulmonar aumenta primero
durante el ejercicio, la cual puede elevarse hasta tres veces por encima de la presion normal
(Kittleson, 1998), para posteriormente también aumentar en reposo; asi, elevaciones crénicas de

la postcarga del ventriculo derecho provocan insuficiencia del mismo (Guglin and Khan, 2010).

3.13 FISIOPATOLOGIA DE HIPERTENSION PULMONAR

El mantenimiento de la presiéon pulmonar es complejo y multifactorial. La elevacion de la
presion ocurre por una disfuncién endotelial que conduce a un desequilibrio de agentes
vasoactivos de vasoconstriccion y vasodilatacion, con predominio de la vasoconstriccion. (Imagen
29). La prostaciclina y tromboxano A2 son metabolitos derivados del acido araquidénico del lecho
vascular de la arteria pulmonar; la prostaciclina es un vasodilatador, con propiedades

antiproliferativas y de inhibiciéon de la activacion de plaquetas. El tromboxano A2 es un agente
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vasoconstrictor y agonista plaquetario. En HTP predomina el tromboxano A2, resultando en
vasoconstriccion. El 6xido nitrico es un potente vasodilatador, inhibe la agregacion plaquetaria y
la proliferaciéon de células musculares lisas, mientras que la serotonina y la hipoxia crénica tienen

accion vasoconstrictora (Ettinger and Feldman, 2009b).

Imagen 29. Interaccién de mediadores vasoactivos en la fisiopatologia de hipertensién pulmonar.
(bttp:/ [ www.hipertensionpulponararsentina.oro/)

Los principales mecanismos implicados en la regulacion de la presion de la vascular

pulmonar son:
3.13.1 Hipoxia alveolar

La hipoxia alveolar es una respuesta secundaria a la vasoconstricciéon de los vasos
pulmonares. La vasoconstriccion permite que la sangre sin oxigeno sea derivada hacia zonas del
pulmén que se encuentran mejor ventiladas, mejorando asi la ventilaciéon-perfusion, como una
respuesta inicial fisiolégica beneficiosa pero que, de manera crénica, puede conducir al desarrollo
de HTP. La presion parcial de oxigeno a nivel local afecta la actividad de canales de potasio, calcio
y cloro; estos controlan el tono de la vasculatura pulmonar, produciendo una presion parcial de

oxigeno baja o hipoxia y conduciendo a vasoconstriccion, principalmente en las pequenas arterias
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y arteriolas pulmonares, lo que provoca una mayor resistencia vascular pulmonar (Kellihan and

Stepien, 2010).

Si la presiéon parcial de oxigeno permanece baja durante un periodo largo, la
vasoconstriccion pulmonar resulta en un aumento de la presiéon pulmonar y desarrollo de HTP.
La hipoxia alveolar también induce factores de crecimiento, como los derivados de plaquetas A y
B, factor de crecimiento endotelial vascular, endotelina y serotonina. Estos factores se relacionan

con proliferacion celular endotelial y remodelacién vascular (Quinn and Williams, 2011b).

3.13.2 Control adrenérgico

La vasoconstriccion arterial pulmonar sucede en respuesta a la estimulaciéon de los
receptores adrenérgicos alfa. Los receptores de este tipo, que se encuentran en las arterias
pulmonares, tienen una alta afinidad por sus agonistas, tales como la noradrenalina y, cuando se
estimulan de manera excesiva, también pueden provocar remodelacion arterial pulmonar (Kellihan
and Stepien, 2010). Los receptores adrenérgicos beta estimulan la vasodilatacion arterial pulmonar

y la activacion del sistema renina-angiotensina-aldosterona.

3.13.3 Eicosanoides: prostaglandinas y tromboxano

Las prostaglandinas son sustancias que se sintetizan, metabolizan y liberan de manera
activa en los pulmones. La prostaglandina F2a y la prostaglandina A2 ocasionan vasoconstriccion,
mientras que la prostaciclina y la prostaglandina E1 provocan vasodilatacion e hipertrofia vascular,
asi como remodelacion e inhibicién de la agregacion plaquetaria (McLaughlin et al., 2009; Kellithan

and Stepien, 2010).

El tromboxano, una sustancia derivada de las prostaglandinas, es sintetizado y almacenado
en las plaquetas y se relaciona con vasoconstriccion y activacion plaquetaria. En personas con
HTP, hay un desequilibrio prostaciclina-tromboxano, con vasoconstriccion arterial pulmonar,

trombosis y proliferaciéon (Wells and Sleeper, 2008).

3.13.4 Oxido nitrico (NO)

Varios estudios han mostrado que el NO juega una parte importante en la fisiologfa del

pulmén (Zapol et al., 1994), particularmente en mantener la presion baja en el circuito pulmonar
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normal. E1 NO se sintetiza en las células endoteliales a partir de la L-arginina y oxigeno; una vez
liberado, viaja hacia las células del musculo liso, estimulando la enzima guanilato-ciclasa, la cual
cataliza la conversion del trifosfato de guanosina en monofosfato de guanosina ciclico (cGMP)
conduciendo a un aumento en las concentraciones de cGMP. Este inhibe la liberacién de calcio a
partir del reticulo endoplasmico y ocasiona vasodilataciéon pulmonar. El NO también inhibe la
activacion plaquetaria y la hipertrofia de las células del musculo liso vascular (Moncada et al., 1991;

Quinn and Williams, 2011b).

3.13.5 Endotelina 1 (ET-1)

La ET-1 es un péptido liberado por el endotelio vascular en respuesta a cambios en el flujo
sanguineo, expansion vascular, oxigenacion y concentraciones de trombina. Una vez liberada, la
ET-1 ocasiona vasoconstriccion, estimula los factores de crecimiento y la proliferacion de células
musculares lisas, también promueve la remodelaciéon vascular (McLaughlin et al., 2009). La
produccion de la ET-1 es inhibida por la prostaciclina y el NO. La ET-1 es un vasoconstrictor
potente y sus niveles serolégicos estan elevados en personas con HTP, habiendo una correlacion
entre las concentraciones de ET-1, 1a severidad de la hipertensién pulmonar, y el pronéstico (Giaid
et al, 1993; Benza et al, 2015). Estudios veterinarios también han confirmado que las
concentraciones de ET-1 se encuentran elevadas en perros con HTP (Uchide and Saida, 2005;

Fukumoto et al., 2014).

3.13.6 Serotonina

La serotonina se produce en el tracto gastrointestinal a partir del triptéfano. Una vez
sintetizada, se libera hacia la circulacién y es captada por las plaquetas, las cuales liberan serotonina
en respuesta al dafio de las paredes de los vasos, ocasionando vasoconstriccion local. La serotonina
puede actuar como factor de crecimiento, y también provoca hipertrofia de las células musculares

lisas y remodelacion vascular.

3.13.7 Angiotensina II

La angiotensina II es un péptido producido por las acciones de la enzima de conversion de

angiotensina (ECA) sobre la angiotensina I. En modelos animales de HTP, ésta se relaciona con
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un aumento en la expresion y actividad de ECA. La angiotensina II provoca vasoconstriccion y

remodelacion vascular (Kellihan and Stepien, 2010).

3.14 HIPERTENSION PULMONAR ARTERIAL POR DIROFILARIOSIS

3.14.1 Tromboembolismo Pulmonar

En la dirofilariosis canina, el desarrollo de HTP se asocia a la interrupcion del flujo
sanguineo ocasionado por la muerte de los parasitos adultos, interfiriendo el intercambio gaseoso
y la circulacion llevando al paciente a un estado de hipoxemia (McCall et al., 2008b). Esta situacién
puede generar insuficiencia ventricular derecha e incluso la muerte en caso de tromboembolismo
pulmonar severo. La presion en la arteria pulmonar se incrementa solo si mas del 30 al 50% del
area de seccion transversal total del lecho arterial pulmonar es ocluido por un tromboémbolo

(Mclntyre and Sasahara, 1971).

El tromboembolismo pulmonar induce vasoconstriccion, mediado por la liberacion de
tromboxano A2 y serotonina, lo cual contribuye al incremento inicial en la resistencia vascular
pulmonar post-embolismo (Smulders, 2000), que conlleva un aumento de la resistencia vascular y
un descenso proporcional de la distensibilidad arterial (Lankhaar et al., 2006). De manera
secundaria, el ventriculo derecho se dilata, alterando las caracterfsticas contractiles, e
incrementando la presion y el volumen, esto aumenta la tension parietal y el estiramiento de los
miocitos, conduciendo a una prolongaciéon del tiempo de contraccion del ventriculo derecho.
Ademas, la activacion neurohumoral provoca estimulacion inotrépica y cronotropica positivas.
Estos mecanismos compensatorios, junto con la vasoconstriccion, incrementan la presion
pulmonar aumentando el flujo a través del lecho vascular pulmonar obstruido, estabilizando

temporalmente la presion sanguinea sistémica (Molloy et al., 1984).

La duracion de la adaptacion es limitada, ya que la delgada pared del ventriculo derecho es
incapaz de generar una presion media en arteria pulmonar superior a 40 mm Hg. Ademas, la
prolongacién de la contracciéon en ventriculo derecho, en la diastole temprana del ventriculo
izquierdo, lleva a un movimiento hacia la izquierda del septo interventricular, resultando en un
bajo llenado del ventriculo izquierdo, y como consecuencia una reduccién del gasto cardiaco,

hipotensién e inestabilidad hemodindmica (Mauritz et al., 2011).
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En pacientes con sospecha de tromboembolismo agudo, la ecocardiografia puede ser de
utilidad al detectar aumento del grosor de la pared y/o insuficiencia tricuspidea, con velocidades
compatibles con sobrecarga de presiéon aguda del ventriculo derecho. En estos casos, la HTP
cronica debe ser incluida en el diagnéstico diferencial (Konstantinides et al., 2014). La dirofilariosis
se debe incluir en el diagnostico diferencial, especialmente si el perro habita en una zona endémica;
es posible, ademas, visualizar ecocardiograficamente las dirofilarias adultas desde arteria pulmonar

derecha hasta arteria pulmonar principal (Venco et al., 2001).

Para diferenciar HTP aguda por tromboembolismo de la HTP crénica, se pueden evaluar
otros parametros, como la velocidad pico E mitral, que disminuye después de una reducciéon aguda
de la precarga de ventriculo izquierdo causada por tromboembolismo pulmonar, mientras que en
pacientes con HTP crénica el gasto cardiaco no cambia substancialmente, al no afectar a la

precarga de ventriculo izquierdo (Wu et al., 2008).

3.15 CLASIFICACION CLINICA DE LLA HTP

La HTP fue previamente clasificada en dos categorias: HTP primaria e HTP secundaria a

causas identificadas o factores de riesgo (Hatano, 1975).

En 1998 en Evian (Francia) se hizo una actualizacién de la clasificacién, estableciéndose
en categorfas que compartieran hallazgos patoldgicos similares, caracteristicas hemodinamicas
similares y tratamiento similar. Asi, se identificaron 5 grupos de patologias que causan HTP:
hipertensién pulmonar arterial, hipertensién pulmonar relacionado a enfermedad de corazén
izquierdo, hipertensiéon pulmonar relacionado a enfermedad pulmonar crénica y/o hipoxia,
hipertensién pulmonar por tromboembolismo crénico e hipertension pulmonar relacionado a

mecanismos multifactoriales poco claros (Simonneau et al., 2009).

En 2013 se reviso la clasificacion durante el 5th simposio mundial en Niza (Francia), donde
no varié la clasificacién propuesta por Fvian previamente y tnicamente se reclasificaron algunas
patologfas en grupos diferentes de los que estaban catalogados previamente (Simonneau et al.,
2013). En medicina veterinaria la clasificacién de Evian ha sido adaptada por Kellihan y Stepien

en 2010 como se describe a continuacion.
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3.15.1 Clasificacion clinica I: hipertension pulmonar arterial

Incluye los pacientes con HTP debida a enfermedad vascular arterial pulmonar. En
humanos, la forma mas comun de la clase I es la HTP idiopatica (Ryan et al., 2012). Aunque se ha
reconocido la existencia de HTP idiopatica en perros, esta es poco comun; en una poblacién de
laboratorio en perros de raza beagle, aparecieron 176 casos en 18 afios, no pudiendo determinar
la causa especifica de la hipertensién pulmonar, pero donde aparecen incluso lesiones similares a
las descritas en humanos (Glaus et al., 2004a). En perros, las causas mas comunes de HTP clase I

incluyen derivaciones congénitas y dirofilariosis cardiopulmonar (Kellihan and Stepien, 2010).

3.15.2 Clase clinica II: hipertension pulmonar relacionada con patologia de corazén

izquierdo

La enfermedad crénica del corazén izquierdo conduce a un aumento de presion en el atrio
izquierdo, lo que a su vez lleva a una mayor presién venosa pulmonar. En estas condiciones, se
desarrolla edema pulmonar e hipoxia, asi como HTP arterial reactiva (Stepien, 2009). Cuando la
presion venosa pulmonar supera los 25 mm Hg, la presion arterial pulmonar aumenta en un
intento por mantener el flujo sanguineo pulmonar, desarrollindose hipertrofia arteriolar de manera
cronica, siendo la causa mas frecuente de HTP tanto en personas como en perros (Kellihan and
Stepien, 2010; Subias et al., 2010). La enfermedad valvular degenerativa mitral es la causa mas
frecuente de HTP en perros (Kellihan and Stepien, 2012b) y en humanos (Connell et al., 2012).
Aunque menos usual, se ha informado de HTP clase II en personas y perros con miocarditis y

distension atrial secundaria a fibrilacion atrial (Johnson et al., 1999).

3.15.3 Clasificacion clinica III: enfermedad respiratoria cronica o hipoxia

La HTP también puede ser secundaria a enfermedad pulmonar primaria o hipoxia crénica.
A estos pacientes se les considera clase III. Las enfermedades respiratorias asociadas con HTP
clase III con mayor frecuencia en humanos son la enfermedad obstructiva crénica de vias
respiratorias, enfermedad intersticial de los pulmones y el trastorno respiratorio del suefio

(McLaughlin et al., 2009).

En perros, la HTP clase III se asocia a fibrosis pulmonar, neumonia, enfermedad

traqueobronquial y neoplasia. Hasta el 40% de los perros de raza West Highland White Terrier
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con enfermedad pulmonar intersticial cronica presentan cierto grado de HTP (Kim et al., 2000;
Schober and Baade, 2006). En condiciones de hipoxia hipobarica (baja oxigenacién a gran altitud
por baja presion parcial de oxigeno) se encontraron diferencias significativas en el perfil de flujo

pulmonar y parametros ecocardiograficos sistolicos y diastolicos (Glaus et al., 2004b).

3.15.4 Clase clinica I'V: enfermedad tromboembdlica créonica

La HTP clase IV se debe a procesos tromboembdlicos. En humanos, la obstruccion de la
arteria pulmonar por embolismo es la tercera enfermedad cardiovascular mas frecuente, con una
incidencia anual de 100 a 200 por cada 100.000 habitantes (KKonstantinides et al., 2014). En perros,
el tromboembolismo pulmonar se relaciona con anemia hemolitica inmunomediada, neoplasias,
neuropatias y enteropatias perdedoras de proteinas, hiperadrenocorticismo, sepsis y traumatismo
(Johnson et al., 1999; Kellihan and Stepien, 2010). Dada la posibilidad de émbolos por gusanos, la
dirofilariosis cardiopulmonar puede incluirse también en esta categorfa (Kellihan and Stepien,

2010).

3.15.5 Clase clinica V: Multifactoriales

La HTP clase V comprende las causas diversas de HTP. En personas, la clase V incluye
trastornos que de manera indirecta alteran el flujo sanguineo cardiaco (por ejemplo, policitemia
vera), enfermedades granulomatosas y enfermedades que conducen a la destruccion del
parénquima pulmonar (Simonneau et al., 2009). En medicina veterinaria, la HTP clase V es poco
frecuente; sin embargo, probablemente los trastornos mas comunes sean aquellos que originan

compresion de la vasculatura pulmonar, como las neoplasias (Quinn and Williams, 2011a).

3.16 CLASIFICACION FUNCIONAL

Mientras que la clasificacion clinica de los pacientes de HTP se basa en la causa subyacente,
la clasificacién funcional agrupa a estos pacientes en funcién de la severidad de los signos clinicos
inducidos por la HTP. La clasificaciéon hace referencia a medicina humana, aunque puede

extrapolarse a la medicina veterinaria.
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3.16.1 Clase funcional I

Esta clase incluye pacientes con HTP que no sufren de ninguna reduccion en la actividad

fisica y que pueden ejercitarse sin signos de disnea, fatiga, dolor toracico o sincope.

3.16.2 Clase funcional II

Los pacientes de la clase I no presentan sintomatologia en reposo, pero un aumento de la

actividad fisica se relaciona con la presentacion de disnea, fatiga, dolor toracico o sincope.

3.16.3 Clase funcional III

Estos pacientes tienen HTP que resulta en limitaciones notables en la actividad fisica y
manifiestan disnea, fatiga, dolor toracico o sincope intensos, aun con actividad minima. Estos

pacientes se encuentran bien en reposo.

3.16.4 Clase funcional IV

La clase IV incluye pacientes con HTP que les impide participar en actividades fisicas, de
manera que cualquier actividad fisica conduce a manifestacion de sintomas intensos. Estos
pacientes se encuentran asintomaticos en descanso y tienen una insuficiencia cardiaca derecha

secundaria a HTP (Quinn and Williams, 2011a).

3.17 SIGNOS CLINICOS

La intolerancia al ejercicio es el signo clinico mas comun. El sincope se describe en el 20%
de los casos y puede ocurrir por flujo pulmonar insuficiente durante el ejercicio (Johnson et al.,
1999). Los perros con HTP severa muestran signos clinicos de insuficiencia cardiaca derecha, en

asociacion con intolerancia al ejercicio y disnea (Kittleson, 1998).

Las anormalidades en el examen clinico incluyen soplos cardiacos por insuficiencia mitral
y/o tricuspidea, y un sonido S2 desdoblado asociados a las patologias subyacentes (Pyle et al.,
1981; Quinn and Williams, 2011b). Otros hallazgos pueden ser crepitaciones pulmonares, sonidos
pulmonares bronco-vesiculares aumentados, tos, disnea, letargia, ascitis y cianosis (Johnson et al.,

1999; Kellihan and Stepien, 2010; Kellihan and Stepien, 2012b).
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La HTP se presenta con mayor frecuencia en razas pequefias y en edades de medias a
avanzadas; esto se debe a la mayor prevalencia de enfermedad valvular mitral y enfermedades
pulmonares cronicas en este tipo de perros (Johnson et al.,, 1999; Pyle et al., 2004; Schober and
Baade, 2006; Chetboul and Tissier, 2012;; Kellihan and Stepien, 2012b; Simonneau et al., 2013).

Cuando la enfermedad es grave, los perros presentan distrés respiratorio severo siendo ésta

la causa principal de muerte y de eutanasia en perros con HTP (Bach et al., 2000).

3.18 LABORATORIO

Debe obtenerse un perfil basico para determinar alteraciones hematoldgicas y serologicas,

asi como un urianalisis. Se recomienda realizar serologia para dirofilariosis en zonas endémicas

(Tai and Huang, 2013).

Los hallazgos mas comunes pueden ser leucogramas inflamatorios (en presencia de
grandes trombos pulmonares), glébulos rojos nucleados (potencial indicador de hipoxia) y
policitemia, ademas de eosinofilia, basofilia, monocitosis y anemia no regenerativa en pacientes
con dirofilariosis. A su vez puede cursar con trombocitopenia secundaria a coagulacion
intravascular diseminada, como hallazgo en el tromboembolismo agudo (Johnson et al., 1999). En
presencia de insuficiencia cardiaca derecha con ascitis, se puede desarrollar hipoalbuminemia

debido a la congestion hepatica.

3.19 BIOMARCADORES

Los biomarcadores pueden ser de utilidad para el diagnéstico de HTP. Las troponinas T e
I cardiacas son proteinas liberadas por el miocardio ventricular como resultado de lesion y necrosis
en las células miocardicas (Wells and Sleeper, 2008). Por lo que su utilidad en el pronédstico y
progresion de la HTP es relevante para categorizar la severidad de la enfermedad cardiaca (Fonfara
et al., 2010). Las concentraciones de troponina I cardiaca estan aumentadas en perros con HTP
clases I, II, III o IV (Guglielmini et al., 2010) y aumentos de troponina I se han asociado a una

disminucién en la supervivencia de pacientes con HTP (Oyama and Sisson, 2004).

Los niveles circulantes de la pro-hormona N-terminal del péptido natriurético cerebral

(NT-proBNP) aumenta en respuesta a un aumento de la tensiéon de la pared ventricular del
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miocardio (Alvarez et al, 2012). NT-proBNP se ha utilizado en medicina veterinaria para
diagnosticar o descartar causas cardiacas en pacientes con dificultad respiratoria (Oyama, 2015).
Se ha demostrado que los valores de NT-proBNP son mayores en perros con HTP clase III
(Quinn and Williams, 2011b). Se han descrito elevaciones de NT-proBNP en pacientes clinicos
con HTP precapilar y con HTP moderada a severa, comparandolos con perros con HTP leve o
sin HTP, asi como la existencia de una fuerte correlacion positiva entre la presion arterial sistolica
estimada por el pico de regurgitacion tricuspidea y las concentraciones de NT-proBNP (Kellihan

etal., 2011).

En perros con dirofilariosis crénica se han encontrado elevaciones de NT-proBNP, asi
como aumento patologico de otros biomarcadores, como mioglobina y proteina C reactiva. En
caso de microembolismo pulmonar es de utilidad la determinacién plasmatica de dimero-D, que

en casos avanzados se acompafia de proteinuria secundaria a glomerulopatia (Carreton et al.,

2014b).

3.20 ELECTROCARDIOGRAFIA

El electrocardiograma no es una prueba especifica para el diagnéstico de HTP. Este suele
ser normal, y cuando existen alteraciones pueden deberse a cardiomegalia derecha mostrando
desviacion del eje hacia la derecha. Otros cambios pueden ocurrir, pero de manera secundaria a la
enfermedad subyacente como arritmias supraventriculares o ventriculares asociados a enfermedad
cardiaca izquierda, bradiarritmias y bloqueos atrioventriculares, asociados a aumento del tono

parasimpatico relacionado a enfermedad pulmonar (Kellihan and Stepien, 2010).

3.21 RADIOGRAFIA

Las radiograffas toracicas en muchos casos son normales, no siendo patognomonicas de la
enfermedad, pero pueden evidenciar cambios que la sugieran, dependiendo de la causa subyacente
(Pyle et al., 1981). Entre los cambios que se pueden observar se encuentran cardiomegalia

generalizada, cardiomegalia derecha y/o dilatacion de la arteria pulmonar. (Imagen 30)

Cuando la hipertension pulmonar es secundaria a enfermedad valvular mitral crénica

también se pueden apreciar signos de fallo cardiaco derecho junto a los hallazgos tipicos de la
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cardiopatia izquierda (elevacion de la traquea y compresion bronquial, aumento de tamafio de la
silueta de atrio y ventriculo izquierdo, dilatacién de venas pulmonares, areas de edema intersticial-
alveolar, etc.) alos que pueden asociarse patrones radiolégicos compatibles con bronquitis crénica,

bronquiectasia, fibrosis pulmonar o colapso traqueo bronquial.

En los casos de sindrome de Eisenmenger, los pulmones parecen hipoperfundidos y la
arteria pulmonar principal y las arterias lobares proximales se encuentran dilatadas. En los casos
de dirofilariosis la radiografia toracica muestra con frecuencia arterias pulmonares dilatadas, a

veces con desaparicion brusca de arterias pulmonares periféricas por procesos tromboembodlicos,

Imagen 30. Estudios radiograficos de silueta cardiaca, a) Proyeccioén Li-Ld con dilatacion de arterias pulmonares y
patrén intersticial no estructutado sugerente de edema pulmonar. b) Proyeccion DV mostrando signo de “D
invertida” y arterias pulmonares prominentes.

dilatacién del ventriculo derecho con infiltrados pulmonares correspondientes a hemorragias o

edema (Talavera and Fernandez-del-Palacio, 2007).

3.22 ECOCARDIOGRAFIA.

La determinacion de HTP se basa en los cambios hemodinamicos y estructurales que se
desarrollan durante la enfermedad. Actualmente, en medicina veterinaria el diagndstico de HTP
se basa en la ecocardiografia, en comparacion con el método estandar de cateterizaciéon cardiaca,
que no esta disponible para la gran mayoria de centros veterinarios. La ecocardiografia permite
medir de manera no invasiva la velocidad de flujo y presion en camaras y grandes vasos, asi como

visualizar cambios de remodelacion secundarios a HTP (Soydan et al., 2015; Visser et al., 2016).
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La HTP se define como una elevacion de la presion sistolica de la arteria pulmonar mayor
que 30 mm Hg (Kellihan and Stepien, 2010). Los cambios ecocardiograficos derivados de la HTP
en modo B incluyen: dilatacién atrial derecha y de la arteria pulmonar, hipertrofia excéntrica de
ventriculo derecho, aplanamiento y movimiento septal paradéjico, asi como cambios en la funcién
del ventriculo derecho, como la velocidad de eyeccion del perfil de flujo sistélico de la arteria
pulmonar mediante Doppler espectral (Schober and Baade, 2006) y la presencia de regurgitaciéon

tricuspidea y pulmonar (Pyle et al., 2004; Serres et al., 2007). (Imagen 31)

La determinacién de la velocidad maxima de regurgitacién de la valvula tricuspide es el
método ecocardiografico mas cominmente empleado para diagnosticar HTP, aunque no siempre
es detectable (Serres et al., 2007). La insuficiencia tricuspidea se evalia mediante Doppler color y
Doppler espectral. Al medir la velocidad maxima de regurgitacion, se puede estimar el gradiente

de presion al aplicar la ecuacién modificada de Bernoulli (Johnson et al., 1999).
Gradiente de presion = (velocidad maxima de regurgitacion tricuspidea)® x 4

Un pico de velocidad de regutgitacion tricuspidea mayor a 2.8 m/s se considera anormal
e indicativo de HTP (Johnson et al., 1999; Paradies et al., 2014). La dificultad para obtener la
medicién de un pico sistdlico de regurgitacion tricuspidea es comun y se puede deber a la poca
cooperacion del paciente, pobre calidad de imagen por enfermedad pulmonar y disnea, o una falta

de alineacion adecuada sobre el jet regurgitante del Doppler (Kellihan and Stepien, 2010).

Al resultado de la cuantificacion de la presion de regurgitacion tricuspidea se agrega una
presion atrial derecha. La presion atrial derecha se estima con base en una valoraciéon subjetiva del
tamano del atrio derecho. A un atrio derecho normal se le asigna una presion de 0 mmHg, un atrio
derecho levemente dilatado tiene una presion estimada de 5 mmHg, un atrio derecho dilatado de
manera moderada tiene una presion estimada de 10 mmHg y un atrio derecho dilatado de manera

severa tiene una presion estimada de 15 mm Hg (Schober and Baade, 2006).
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Imagen 31. Evaluacién Doppler espectral de insuficiencia tricuspidea en paciente con dirofilariosis cardiopulmonar
para diagnéstico de HPT.

En ausencia de obstruccién del tracto del flujo de salida ventricular derecho, la presion
sistolica ventricular derecha es una estimacion de la presion arterial pulmonar sistélica y, por tanto,
puede ayudar a identificar y a clasificar la HTP. La presion arterial pulmonar sistdlica tiene rangos
que van desde los 15 a 25 mmHg en perros sanos, sin embargo, puede incrementar bajo
condiciones fisiologicas diversas, incluyendo la altitud o condicion atlética (Serres et al., 2007). La
HTP sistolica se clasifica desde leve (de 30 a 50 mmHg), moderada (de 50 a 80 mm Hg) a grave
(>80mm Hg) (Johnson et al., 1999; Paradies et al., 2014).

Dado que algunos pacientes con HTP no muestran regurgitacion tricuspidea evidente, se
debe de usar otros hallazgos para identificar la elevacion de la presion arterial pulmonar, como es

el pico de velocidad de insuficiencia pulmonar (Kellihan and Stepien, 2010; Paradies et al., 2014).

La presencia de insuficiencia pulmonar permite evaluar la presién arterial pulmonar
diastolica. La insuficiencia pulmonar ocurre en diastole y permite diferenciar la presion de arteria
pulmonar-ventriculo derecho. Esta medida es tutil en caso de que la regurgitacion tricuspidea no

sea evidente (Serres et al., 2007).
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Imagen 32. Evaluacién Doppler espectral de insuficiencia pulmonar en paciente con dirofilariosis cardiopulmonar,
para diagnéstico de HPT.

Una velocidad de insuficiencia pulmonar de 2.2 m/s o supetiot, o un gradiente de presion
de 19 mmHg o mayor es sugerente de HTP (Johnson et al., 1999; Kellihan and Stepien, 2010;
Paradies et al., 2014). Aun asi, el flujo de regurgitacién pulmonar puede no estar presente en todos
los pacientes con HTP (Serres et al., 2007). Se ha descrito que la regurgitacion pulmonar es un
hallazgo fisiol6gico normal en perros con relativa frecuencia, por lo que en ausencia de causas
funcionales o enfermedad valvular pulmonar se deben de considerar fisiolégicos para evitar un

mal diagnéstico (Rishniw and Erb, 2000). (Imagen 32)

Por ello, el diagnéstico de la HTP puede llevarse a cabo tomando en cuenta la valoracion
subjetiva de las estructuras cardiacas en modo B, asi como los perfiles de velocidad sistélicos de
arteria pulmonar en modo Doppler, los cuales de manera objetiva orientaran en la valoracion de
los cambios de remodelaciéon y de velocidad y presion secundarios a la HTP, aun en ausencia de

insuficiencia de las valvulas tricuspide o pulmonar.
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El aumento de presiéon también se

estima mediante la evaluacion del grosor de la e B o

Gn 44

pared derecha del ventriculo derecho, HapaviiD
D

evidenciando  hipertrofia de la  pared
(Matsukubo et al, 1977) ya que se ha
encontrado una correlacion entre este
parametro y la presién sistélica pulmonar
(Tsuda et al., 1980). Para determinar este valor,
se debe de medir en diistole, desde la vista

subcostal, usando el modo M o la imagen

bidimensional (2D). En personas adultas un

grosor de la pared superior a 5 mm es

Imagen 33. Imagen ecocardiografica, por ventana

paraesternal izquierda, en corte de 4 camaras donde se

indicativo de hipertrofia y sugerente de aprecia dilatacion de VD y AD,

sobrecarga de presion del ventriculo derecho

en ausencia de otras patologias (Rudski et al., 2010). El engrosamiento de la pared libre de
ventriculo derecho en perros, secundario a sobrecarga de presion de ventriculo derecho, es por lo
general, igual o superior a la pared libre del ventriculo izquierdo donde la relacién entre los
grosores de la pared libre de los ventriculos derecho e izquierdo es de 1.0 a 2.3 siendo la relacion

normal en perros jovenes entre 0.4 y 0.8. (Nyland, 2004)

Los pacientes con HTP presentan una mayor postcarga ventricular derecha. Debido a esto,
las dimensiones de las camaras derechas pueden ser normales o presentar diversos grados de

dilatacién desde leve a grave. (Imagen 33)

Otro parametro ecocardiografico util para la evaluaciéon de HTP es el ratio normal del
diametro de la arteria pulmonar principal en relacién a la aorta. Este parametro se obtiene en el
corte paraesternal derecho a nivel de la base en eje corto y debe ser < 0.98 (relacién AP/Ao); un
valor mayor es indicativo de dilatacién de la arteria pulmonar y podria ser indicativo de HTP
(Kellihan and Stepien, 2010). (Imagen 34). La sobrecarga de presion del ventriculo derecho
también puede presentar movimiento paraddjico y aplanamiento del septo interventricular.

(Imagen 35)
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Imagen 34. Imagen ecocardiografica, por ventana
paraesternal derecha, en corte transversal trfansaortico
donde se aprecia dilatacion evidente de AP.

Imagen 35.
paraesternal derecha en corte transversal de ventriculo
izquierdo, donde se aprecia, dilataciéon de VD con
aplanamiento septal.

Imagen ecocardiografica ventana

por

El perfil de velocidad de flujo sistélico
de la arteria pulmonar mediante Doppler
espectral es otra medida de ayuda en el
diagnostico de HTP. En pacientes con presion
arterial pulmonar normal, se registra un perfil
tipo I, con velocidades de aceleraciéon vy
desaceleraciéon  iguales  produciendo  una
apariencia simétrica. Conforme aumentan las
presiones arteriales pulmonares, se registra un
perfil asimétrico debido a la presencia de una
rapida aceleracién inicial y una velocidad pico
temprana. Este perfil asimétrico sucede como
resultado de una mayor tasa de aumento en las
presiones vasculares pulmonares y se le conoce
como perfil tipo II. Los perfiles tipo II se
relacionan con HTP leve a moderada. En casos
de HTP grave, hay una rapida aceleracion con
una velocidad pico inicial y una muesca
sistolica media también presente, lo cual se
conoce como perfil tipo III. La muesca
sistolica indica flujo sanguineo inverso,
secundaria a presiones vasculares pulmonares
altas (Schober and Baade, 2000); este método
presenta una sensibilidad y especificidad de
80% para diagnosticar HTP (Serres et al.,

2007). (Imagen 306)

Los tiempos de intervalo ventricular sistélico, como son el tiempo de aceleracion (TA),

tiempo de eyeccion (TE), relacion TA/TE y periodo de pre-eyeccion (PPE), se han utilizado para

ayudar al diagnéstico de HTP en perros.
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Imagen 36. Perfil de velocidad de flujo sistélico de la arteria pulmonar. (Schober and Baade 2006.)

Estos valores, obtenidos de la velocidad del flujo de salida pulmonar, reflejan cambios en
la carga de ventriculo derecho. Se ha demostrado que una relacion TA/TE <0.31 y un TA < 0.58
ms, son predictivos de HTP (Schober and Baade, 2006). Estos cambios pueden ayudar en el
diagnostico de HTP cuando otros hallazgos clinicos también lo sugieran y no haya regurgitacion

tricuspidea (Kellihan and Stepien, 2010; Paradies et al., 2014). (Imagen 37)

ANA, CRAZY MI 0.00 Tis 0.2
15 -

L=

| Tiempo 33.50 ms
2 Tiempo 134.00 ms

3 Tiempo 167.50 ms

)

A | ‘,’ L2 ric J’w

Imagen 37. Perfil Doppler de flujo sistélico pulmonar. a) Se muestra como se determina el TA y TE; b) Ejemplo de
medida donde se observa un descenso en el valor de TA en un perro con dirofilariosis cardiopulmonar.
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El indice de distensibilidad de arteria pulmonar derecha (DAPD) es una medida que
permite detectar la presencia de HTP y valorar su gravedad; basicamente se calcula como la
diferencia en el didmetro de la arteria pulmonar derecha en sistole y en diastole mediante modo-
M; a mayor aumento de presion en la arteria pulmonar, mayor pérdida de distensibilidad por lo
cual la diferencia de diametros sera menor y mayor, por tanto, la presencia de HTP (Venco et al.,

2014b). (Imagenes 38 y 39)

Estudios han mostrado que es un método util para el diagnéstico temprano de HTP ain
en ausencia de regurgitacion tricuspidea, y que hay una fuerte correlacién entre el indice de

distensibilidad y la gravedad de HTP. El indice DAPD se calcula mediante la siguiente férmula:

Indice de distensibilidad de arteria pulmonar derecha=

(Didmetro sistdlico — didmetro diastdlico)

Diametro sistolico.

PROMEDIO DE 3 CICLOS

Imagen 38. Corte ecocardiografico mostrando, la obtencion de la distensibilidad de arteria pulmonar derecha.

Un indice DAPD menor a 35% es indicativo de HTP; valores entre 35% y 28% sefialan
HTP leve (30-55mmHg), entre 27% y 23% indican HTP moderada (5679 mm Hg), y si el indice
DAPD es menor a 22% es indicativo de HTP severa (>79 mmHg) (Venco et al., 2014b).
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6 L 1.09 cm;

Imagen 39. Serie de imagenes, mostrando los diferentes grados del DAPD; a) >35% de DAPD; b) 28-35 % DAPD;
¢) 23-27% DAPD; d) <22% DAPD.

La excursiéon o movimiento sistolico del anillo tricuspideo (TAPSE) es un parametro
ecocardiografico que ha sido desarrollado en humanos para evaluar la funcién sistélica de
ventriculo derecho (Pariaut et al.,, 2012). Este parametro mide el desplazamiento apical de la
porcién lateral del anillo de la valvula tricuspide durante la sistole en modo M. La medida se
obtiene mediante corte apical de cuatro camaras a través de la ventana paraesternal izquierda

centrada en el ventriculo derecho.
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En pacientes con HTP, un valor
de TAPSE inferior al rango de referencia
se asocia a una disminucion de la
funcion sistolica ventricular derecha y se
relaciona a una elevada mortalidad. En
medicina  humana, los valores
fisiolégicos estan establecidos entre 1.5-
2 c¢m, pero en medicina veterinaria son

necesarios mas estudios para determinar

estos valores con precision. En un

estudio, perros con HTP severa Imagen 40 Medicién de TAPSE en modo M a nivel del aspecto
lateral del anillo de la valvula tricaspide visto en el corte apical de

mostraron valores de TAPSE inferiores cuatro camaras por la ventana paraesternal izquierda centrado en el
ventriculo derecho.

a los intervalos de referencia (Pariaut et

al., 2012). (Imagen 40)

Existen técnicas ecocardiograficas mas avanzadas para el diagnostico de HTP, pero no se

utilizan de manera comun. Estas técnicas incluyen el indice Tei y técnicas de Doppler tisular.

3.23 TRATAMIENTO

Una vez identificada y tratada la causa subyacente, se puede iniciar tratamiento especifico
frente a la HTP utilizando medicamentos para ayudar a reducir la presion arterial pulmonar y la
carga en el ventriculo derecho. El tratamiento debe enfocarse en reducir los signos clinicos:
mejorar la intolerancia al ejercicio, disnea y tos y disminuir los episodios sincopales, buscando una
mejora de la calidad de vida y el tiempo de supervivencia. El tratamiento debera iniciarse en
cualquier paciente con enfermedad clase funcional I1I o IV, con el objetivo de asignarlos a la clase

I o II (Quinn and Williams, 2011b).

3.23.1 Anailogos de la prostaciclina

La prostaciclina es un vasodilatador, antiagregante plaquetario y también tiene efectos
antiproliferativos (Kitabatake et al., 1983; McLaughlin et al., 2009). Los analogos de la prostaciclina

incluyen el epoprostenol, treprostinil, y el iloprost. El epoprostenol y trepostinil se administran
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por via intravenosa mientras que el treprostinil puede administrarse por via subcutanea y el iloprost
por via inhalatoria. En humanos, estos medicamentos mejoran los sintomas y la supervivencia.
Los efectos secundarios incluyen anemia, trombocitopenia, hipotensién y sintomas

gastrointestinales (McLaughlin et al., 2009)

A nivel experimental, los analogos de la prostaciclina son eficaces en el tratamiento de la
HTP canina, pero no hay evidencias clinicas publicadas. Desafortunadamente, los analogos de la
prostaciclina tienen un precio muy elevado y no son asequibles en la practica veterinaria de

pequefios animales.

3.23.2 Antagonistas de la ET-1

Es posible reducir la presion arterial pulmonar al antagonizar las acciones de la ET-1. Los
antagonistas de la ET-1 mas comunes incluyen bosentan, sitaxsentan y el ambrisentan. Estos
medicamentos se administran via oral y en seres humanos han mejorado la tolerancia al ejercicio
y han disminuido la presion arterial pulmonar y la resistencia pulmonar (Kim et al., 2000;

Chiavegato et al., 2009).

En perros con HTP inducida experimentalmente, el bosentan demostréd eficacia para
reducir la remodelacién vascular y mejorar la funciéon miocardica y reducir el remodelamiento
ventricular (Kim et al., 2000). Aunque menos caros que los analogos de la prostaciclina, presentan

igualmente un elevado precio y se consideran inasequibles para pacientes veterinarios.

3.23.3 Oxido nittico (NO) y nitratos

El NO es un vasodilatador administrado via inhalatoria, mientras que el dinitrato de
isosorbide y el mononitrato de isosorbide son vasodilatadores de administracién oral. Los nitratos
se administran a las personas por sus efectos antianginosos, pero tienen una aplicacion limitada
para tratar la HTP. Estos medicamentos no son utilizados de manera comun en medicina
veterinaria a causa de sus efectos secundarios potencialmente graves. La L-arginina, el precursor
del NO, se ha administrado en personas con HTP; se administra por via oral y puede mejorar las

concentraciones del NO ocasionando vasodilatacion (Romand et al., 1994; Mehta et al., 1995).
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3.23.4 Inhibidores de la fosfodiesterasa 5 (PDE-5)

Los inhibidores de la PDE-5 incluyen al sildenafil, tadalafil y vardenafil. I.a PDE-5 se
encuentra en altas concentraciones en los vasos pulmonares; al ser inhibida, las concentraciones

de cGMP aumentan y se promueve la vasodilatacion.

En humanos, los inhibidores de PDE-5 causan vasodilatacion arterial pulmonar, pero hay
diferencias sutiles entre los tres principios activos respecto al inicio y duracion de la accién, grado
de reduccion de la resistencia vascular pulmonar y la habilidad para revertir la hipertrofia cardiaca

(Ghofrani et al., 2004).

El sildenafil es un inhibidor de la PDE-5 de accién corta. Se ha evaluado para tratar la
HTP canina en ambientes clinicos y ha demostrado reducir la presion arterial pulmonar, mejorar
la calidad de vida y aumentar el tiempo de supervivencia (Silva et al., 2014). El sildenafil tiene
efectos secundarios gastrointestinales poco frecuentes y, aunque relativamente caro, resulta
accesible para pacientes veterinarios. Se considera el farmaco de eleccion para tratar la HTP en

petros y la dosis recomendada es de 1 a 3 mg/kg por via oral cada 8 a 12 horas.

El tadalafil es un inhibidor de la PDE-5 de accién prolongada. Unicamente se ha publicado
un caso que evalua este tratamiento en un perro diagnosticado con HTP idiopatica; tras recibir
tadalafil (1 mg/kg cada 48 horas, via oral) redujo la presién arterial pulmonar y mostré mejoria de
los sintomas; sin embargo, fue eutanasiado tras 10 dfas debido a presencia de debilidad, temblores

y anorexia (Serres et al., 2000).

El pimobendan y el levosimendan son medicamentos de mecanismo dual. Ejercen efectos
inotrépicos positivos relacionados con la sensibilizacion al calcio, asi como efectos vasodilatadores
mediados por la inhibicién de la PDE-3. Desde el punto de vista clinico, el pimobendan ha
demostrado mejorar la HTP secundaria a enfermedad degenerativa de la valvula mitral (clase

clinica II) (Atkinson et al., 2009).
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Abstract

Background: Pulmonary hypertension (PH) is a frequent and severe phenomenon in heartworm disease caused by
Dirofilaria immitis, mainly caused by intimal proliferation of the arteries and pulmonary thromboembolisms.
Transthoracic echocardiography is the method of choice for diagnosing PH in dogs although the diagnosis is often
based on indirect and subjective parameters. The Right Pulmonary Artery Distensibility Index (RPAD Index) is a method
that has been recently validated to estimate the presence and severity of PH in heartworm-infected dogs. This study
compared some echocardiographic parameters commonly used to estimate PH in 93 dogs infected by D. immitis and
evaluated the impact of the parasite burden, microfilaremia, sex or origin of the dog (client-owned/shelter).

Results: None of the studied echocardiographic variables seemed useful in the estimation of the evaluated clinical
aspects, except for the PA/Ao ratio for parasite burden. The RPAD Index was determined in 88 of the dogs; of these, 70.
4% had PH (mild: 37.5%, moderate: 19.3%, severe: 13.6%). This Index showed non-significant differences according to
microfilaremia, sex, origin or parasite burden. Symptomatic dogs showed PH more often and displayed more severe
PH, in addition the presence of symptoms was greater among dogs with high burden; on the other hand 64.4% of
asymptomatic dogs had some degree of PH according to the RPAD Index. Apart from the PA/Ao ratio, the other
evaluated echocardiographic variables were not useful in evaluating of the hypertensive status of the heartworm-
infected dog compared to the RPAD Index.

Conclusions: The estimation of most common indirect parameters is not useful in predicting PH in heartworm-
infected dogs. The results confirm the RPAD Index as an objective and supportive test in the monitoring and
evaluation of PH in the heartworm-infected dog, and show a potential diagnostic value for the detection of PH in
asymptomatic animals.

Keywords: Heartworm, Dirofilaria immitis, Echocardiography, Pulmonary hypertension, Pulmonary artery, Endarteritis
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Background

Heartworm disease caused by Dirofilaria immitis is a
cosmopolitan, worldwide distributed vector-borne disease,
endemic in areas with high temperatures and humidity
which in turn favor the proliferation of the mosquito vec-
tor of the infection [1]. Dirofilaria immitis mainly affects
pulmonary arteries, causing intimal proliferation of the oc-
cupied arteries and pulmonary thromboembolisms caused
by embolic worm fragments. These events chronically lead
to pulmonary hypertension (PH) which is one of the main
causes to induce clinical signs and, if not treated, chronic-
ally leads to cardiac disease [2].

Transthoracic Doppler echocardiography provides a
noninvasive and readily available method for estimating
pulmonary arterial pressure in conscious animals and is
the method of choice for diagnosing naturally occurring
PH in veterinary patients [3]. However, the diagnosis of
PH is often based on indirect and subjective parameters,
specifically when tricuspid regurgitation and/or pulmon-
ary insufficiency are not present, which only help to par-
tially quantify the disease severity. Recently, the Right
Pulmonary Artery Distensibility Index (RPAD Index),
which is calculated as the difference in diameter of the
right pulmonary artery in systole and diastole as mea-
sured by M-mode, was validated as a valuable method
for estimating the presence and severity of PH in
heartworm-infected dogs [4]. However, this index has
not been compared in dogs with D. immitis to other in-
direct measurements commonly used to estimate PH in
veterinary patients; nor has its usefulness in evaluating
different aspects of the clinical status of infected dogs
been established.

On this basis, the aims of this study were (i) to evalu-
ate several common echocardiographic measurements in
2D mode, M-mode and Doppler in dogs infected with D.
immiitis, to determine the sensitivity of the echocardio-
graphic changes in infected dogs in comparison with the
RPAD Index, and (ii) to assess the usefulness of the clas-
sic echocardiographic measurements and/or RPAD
Index in relation to some clinical aspects of the infected
dogs. These are presence/absence of symptoms, parasite
burden and presence of microfilaremia.

Methods
In the present study, 93 dogs presented to the Veterin-
ary Teaching Hospital of the University of Las Palmas
de Gran Canaria were included. The dogs lived in a
hyper-endemic area of D. immitis [5, 6]. Of these, 62
were client-owned and 31 were from a local shelter.
None of the animals had received previous treatment
for heartworm infection. A complete record was kept for
each animal, including identification (age, sex, and breed),
clinical history, and demographic data. There were 51 fe-
males and 42 males, with a mean age of 5.3 years.
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All tested positive to circulating D. immitis antigens
using a commercial immunochromatographic test kit
(Urano test Dirofilaria®, Urano Vet SL, Barcelona, Spain).
Dogs were further evaluated for the presence or absence
of microfilariae using a modified Knott test.

Dogs underwent echocardiographic examination, using
an ultrasound machine with spectral and color Doppler
and multifrequency probes (5.5-10 MHz) (Logic P5,
General Electric, New York, USA). The dogs were placed
in right lateral recuambence with the transducer placed
in the third intercostal space. Dogs were conscious and
under electrocardiographic monitoring during the whole
test. For each measurement, six continuous cardiac cy-
cles were recorded. All the echocardiographic records
were carried out by the same researcher.

The presence of worms visible in the pulmonary arteries
and right cardiac chambers was assessed. The worm bur-
den was classified according to Venco et al. [7]; a low to
high worm burden score ranging from 1 to 4 was assigned
as follows: (i) no worms visualized; (ii) few worm echoes
in the distal part of the right pulmonary artery; (iii) worm
echoes occupying the right pulmonary artery and extend-
ing to the main pulmonary artery; and (iv) worm echoes
occupying the whole right pulmonary artery and the main
pulmonary artery to the level of pulmonary valve.

The following parameters were determined by means
of spectral Doppler: pulmonary flow acceleration time
(AT), pulmonary flow ejection time (ET), AT/ET ratio,
and maximum velocity of the blood flow through the
pulmonary artery (PAVmax). Presence or absence of tri-
cuspid regurgitation (TR) and pulmonary regurgitation
(PR) as well as the difference gradient between RV/RA
and PA/RV were also assessed. By standard two-
dimensional mode, the following was determined: main
pulmonary artery/aorta ratio (PA/Ao ratio), left atrial
(LAV) and right atrial (RAV) volumes, left atrial (LAA)
and right atrial (RAA) areas. By M-mode, the measured
parameters were: fractional shortening (FS), ejection
fraction (EF), right ventricular internal diameter in tele-
diastole (RVIDD) and left ventricular internal diameter
in telediastole (LVIDD), RVIDD/LVIDD ratio, right ven-
tricle wall thickness (RVWT), left ventricle posterior wall
thickness (LVPWT), RVWT/LVPWT ratio, and tricuspid
annular plane systolic excursion (TAPSE). The RPAD
Index was determined as described by Venco et al. [4]
and was performed in 88 dogs of the present study.

The 88 dogs evaluated by the RPAD Index were fur-
ther classified into two groups according to presence or
absence of symptoms. Dogs were considered as symp-
tomatic when there was presence of one or more symp-
toms related to heartworm disease (dyspnea, cough,
exercise intolerance, weakness, loss of weight, syncope).

The data were analyzed using the SPSS Base 19.0
software for Windows. Continuous variables were
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expressed as median + standard deviation according to
the Kolmogorov-Smirnov test. Qualitative variables
are expressed as percentages. The non-parametric
Mann—Whitney U-test was used to determine the
association between quantitative and categorical vari-
ables, along with the Chi square test. In all cases, a P
value < 0.05 was determined as significant.

Results

Of the 93 dogs, 52 (55.9%) were microfilaremic and 41
(44.1%) were amicrofilaremic. When parasite burden was
evaluated, 75 (80.6%) dogs were considered to have a low
parasite burden (score 1 and 2) and 18 (19.4%) were clas-
sified as having a high parasite burden (score 3 and 4).

When the presence or absence of microfilariae was
compared, there were no statistically significant differ-
ences in any of the evaluated echocardiographic measure-
ments. When the dogs were compared by parasite burden,
it was observed that only the echocardiographic values of
PA/Ao ratio showed statistically significant differences be-
tween both groups of dogs (Z = -2.004, P = 0.045).

Compared by sex, statistically significant differences
were found in RVIDD (Z =-2.089, P =0.037), LVIDD (Z
=-2.131, P=0.033), RVIDD/LVIDD (Z = -2.563, P =0.01)
and LAA (Z=-2.803, P=0.005). By origin of the dog
(client-owned/shelter), significant differences were found
in AT (Z=-2.228, P=0.026) and ET (Z=-2.965, P=
0.003). The mean values of the measured parameters by
category are shown in Table 1.

Absence or presence of PH, as well as the severity, was
based on the determination of the RPAD Index. Accord-
ing to Venco et al. [4], a RPAD Index between 35% and
28% was correlated with mild PH (30-55 mm Hg), be-
tween 27% and 23% with moderate PH (56—79 mm Hg)
and between 22% or less with severe PH (> 79 mm Hg).
Of the dogs measured (7 =88), 29.6% (26/88) did not
have PH, and 70.4% (62/88) were hypertensive, showing
mild PH 37.5% (33/88), moderate PH 19.3% (17/88) and
severe PH 13.6% (12/88).

When the dogs were compared by PH status (normo-
tensive vs hypertensive), none of the echocardiographic
parameters showed statistically significant differences be-
tween groups, except the PA/Ao ratio (Z=-2.310, P=
0.02). On the other hand, when the dogs where compared
by severity of PH, no statistically significant differences
were found in any of the studied parameters. The TAPSE
value was abnormal in all animals, regardless of the pres-
ence or absence of PH.

TR and/or PR were present in 27 dogs. The gradients
were not consistent with pulmonary hypertension whether
this be systolic or diastolic. PR was present in 25 dogs
(mean velocity flow: 1.24 + 0.87 m/s; mean gradient: 9.16
+12.76 mm Hg) and TR was present in 11 dogs (mean
velocity flow: 1.35+0.93 m/s; mean gradient: 11.25+
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14.88 mm Hg). The mean RPAD Index for dogs with TR
was 29.9 + 7.8%, and for dogs with PR was 27.9 + 7.9%.
The RPAD Index showed not statistically significant
differences according to parasite burden, microfilaremic
status, sex or origin of the animals. When presence/ab-
sence of symptoms was evaluated, a statistically signifi-
cant difference was observed in the RPAD Index
between symptomatic dogs (7 =29; mean RPAD Index:
26.8 +9.3%) and asymptomatic dogs (#=59; mean
RPAD Index: 354 +8.3%) (Z=-3942, P<0.0001)
(Table 2). Furthermore, a significant difference was
found between presence/absence of symptoms and the
parasite burden (y* = 8.394, df =1, P = 0.005) (Table 3).

Discussion

In heartworm disease, embolism of dead heartworms
can cause acute clinical signs of PH, while proliferative
intimal changes lead to irreversible structural damage to
the vasculature and sustained PH [2, 8]. An objective de-
termination of PH is important given that it is a frequent
and severe phenomenon in heartworm disease.

Except for the PA/Ao ratio, the results showed no signifi-
cant differences in the studied echocardiographic parame-
ters between dogs with PH and without PH measured by
RPAD Index; moreover, there were no significant differ-
ences in any parameter by degrees of PH. Traditionally, the
evaluation of the presence of PH in dogs has been deter-
mined from clinical and indirect echocardiographic findings
when tricuspid regurgitation and/or pulmonary insuffi-
ciency were not present [3]. Previous reports have studied
the diagnostic value of AT, AT: ET, and PA/Ao ratio in pre-
dicting PH [9-11]; although some accuracy was found, the
authors indicated that the described variables were hin-
dered by relatively low sensitivity and specificity values (PA/
Ao ratio) or technical and alignment limitations (AT, AT/
ET ratio); studies also concluded that the RPAD Index may
be useful and predictive of PH in dogs when tricuspid re-
gurgitation is absent [11]. These observations are in accord-
ance with the results from the present study, which showed
that only the PA/Ao ratio presented some significance
when comparing normotensive dogs versus hypertensive
dogs, but this significance disappeared when hypertensive
dogs were evaluated by severity of PH. Furthermore, based
on the results, the estimation of most common indirect pa-
rameters was not useful in predicting PH in heartworm-
infected dogs against the RPAD Index and showed that the
estimation of the studied echocardiographic measurements
presented little usefulness when comparing parasite burden,
presence of microfilaremia, sex or origin of the animal.

The PA/Ao ratio was also significantly greater in dogs
with high parasite burden in comparison with dogs with
low burden; however, the parasite burden seems to have
no effect in the RPAD Index. This difference could be
due to the mechanical pressure caused by the presence
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Table 2 Dogs classified by the RPAD Index and according to the presence/absence of symptoms and by parasite burden. Data are
shown as number of dogs (n). Animals were considered having mild pulmonary hypertension (30-55 mm Hg) with a RPAD Index
between 28% and 35%, moderate pulmonary hypertension (56—79 mm Hg) with a RPAD Index between 23% and 27% and severe
pulmonary hypertension (> 79 mm Hg) with a RPAD Index < 22%. When the RPAD Index was =36% the dog was considered

normotensive

Symptomatic Asymptomatic High burden Low burden
Normotensive (n = 26) 5 21 8 18
Hypertensive (n = 62) 24 38 17 45
Mild PH (n = 33) 5 28 25
Moderate PH (n=17) 8 9 13
Severe PH (n=12) 11 1 5 7
TOTAL (n=88) 29 59 25 63

Abbreviation: PH pulmonary hypertension

of a larger amount of parasites in the pulmonary arteries.
However further studies should be carried out to evalu-
ate this conclusion.

Significant differences were found in the AT and ET
parameters as regards the origin of the animal (client
owned/shelter). There is not a clear explanation for this;
some authors reported that, in addition to the pulmon-
ary pressure, the ET and AT can be influenced by other
factors like heart rate, cardiac output or function of the
right ventricle [12]. Also, the ET can be influenced be-
cause the accuracy of the flow velocities can be affected
by its anatomical displacement in patients with dilated
pulmonary arteries and high pulsed-wave Doppler gain
which might underestimate exact time measurements
[13]. Furthermore, Visser et al. [11] described that cor-
rect measurements of AT and ET can be difficult to ac-
quire in dyspneic dogs.

The differences found in the results of RVIDD, LVIDD,
RVIDD/LVIDD and LAA by sex could be attributed to
physiological differences in the size of the animals.

All studied dogs showed an abnormal TAPSE value, an
echocardiographic measurement that allows the assess-
ment of the right ventricular systolic function which is a
strong predictor of outcome in human patients with PH
[14]. It has also been described that patients with either
left or right ventricular systolic dysfunction had statisti-
cally smaller TAPSE than patients with normal biventri-
cular systolic function [15].

It was observed that the dogs showing any symptom
compatible with heartworm disease showed PH more

Table 3 Dogs compared by presence/absence of symptoms
and by parasite burden (high burden/low burden). Data are
shown as number of dogs (n)

Symptomatic Asymptomatic

High burden (n = 25) 14 1
Low burden (n=63) 15 48
Total (n =88) 29 59

often and in general more severely than the asymptomatic
dogs. Similarly, the presence of symptoms was more
prevalent among dogs with high parasite burden. It seems
reasonable to associate the presence of some symptoms
with the consequences of high pulmonary pressure; also, a
high parasite burden has been linked to high levels of
serum biomarkers of cardiopulmonary and inflammatory
damage in dogs with D. immitis [16—18]. More import-
antly, just as not all the symptomatic dogs from the
present study were hypertensive, the results showed that a
high percentage of asymptomatic dogs had some degree
of PH. This highlights the importance of early detection of
this condition by objective methods, which could allow
appropriate therapeutic measures aimed at minimizing
the evolution of the vascular damage.

Moreover, the RPAD Index can be seen as a more sen-
sitive marker for PH since, although 27 of the 62 hyper-
tensive dogs showed presence TR and/or PR, none of
them showed values consistent with pulmonary
hypertension.

No significant changes were observed in the RPAD
Index regarding the microfilaremic status, sex or origin
of the dog. In addition, the parasite burden did not sig-
nificantly affect the RPAD Index. Furthermore, the re-
sults showed a high percentage of dogs with PH and low
worm burden, which is in accordance with previous ob-
servations made by other authors who reported that the
severity of hypertension does not correlate with the
number of parasitic worms and factors such as intensity
of exercise and lower parasite burden in older dogs, this
being due to natural death of the worms [7, 19]. Other
factors that may contribute to the vascular endarteritis
and therefore development of hypertension are currently
being studied [20].

Conclusions

Based on these results, none of the classic echocar-
diographic parameters studied seemed useful in esti-
mating the severity of PH and other clinical aspects.
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Moreover, these echocardiographic variables did not
seem to offer any additional benefits in the evaluation
of the hypertensive status of the heartworm-infected
dog compared to the RPAD Index, which previously
showed a strong correlation with invasive pulmonary
arterial pressures demonstrating its potential diagnos-
tic value in dogs [4]. The results confirm the RPAD
Index as an objective and supportive test in the mon-
itoring and evaluation of the heartworm-infected dog
and show its diagnostic value in the early detection
of PH in asymptomatic animals, which could facilitate
appropriate therapeutic measures aimed at minimizing
the evolution of the vascular damage. Although add-
itional studies would be necessary to consolidate
these conclusions, these results encourage the use of
the RPAD Index as a standardized method for asses-
sing the hypertensive status of the heartworm-infected
dogs.
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1. Introduction

ABSTRACT

Pulmonary hypertension (pH) is a frequent and severe phenomenon in heartworm disease (Dirofilaria
immitis). There is a lack of studies assessing the evolution of the proliferative endarteritis and pH caused
by D. immitis after the death of the parasites, so this study evaluated the influence that the elimination
of the worms exerts over the pulmonary pressure and therefore evolution of the endarteritis, through
the evaluation of the Right Pulmonary Artery Distensibility (RPAD) Index and other echocardiographic
measurements in 2D mode, M-mode and Doppler echocardiography in 34 dogs naturally infected by D.
immitis on day 0, and one month after the last adulticide dose (day 120). pH, based on the determina-
tion of the RPAD Index, was present in 68% of the dogs (n=23) on day 0 and on day 120. No significant
differences were observed between the RPAD Index between the two measurements, and only signifi-
cant differences were found in pulmonary deceleration time, ejection time, and left ventricular internal
diameter in telediastole when measurements from day 0 and day 120 were compared. There was not any
worsening in the development of pH after the elimination of the parasites, independently of the parasite
burden. During the adulticide treatment, the death of the worms causes thromboembolism and tends to
worsen the vascular damage and presence of pH . It seems that following the adulticide protocol recom-
mended by the American Heartworm Society with the previous elimination of Wolbachia and reduction
of microfilariae followed by the stepped death of the worms did not cause a significant aggravation of
the pulmonary damage of the treated dogs. Neither is present any significant improvement in the RPAD
Index on day 120; probably, more time is needed before appreciating some positive changes after the
elimination of the worms and Wolbachia from the vasculature and further studies are necessary.

© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

sided-congestive heart failure (McCall et al.,, 2008; Simén et al.,
2012). This series of events are especially true in active dogs inde-

It has been previously demonstrated that heartworms (Diro-
filaria immitis) cause proliferative endarteritis of the pulmonary
arteries, one of the main pathogenic mechanisms of cardiopul-
monary dirofilariosis (McCall et al., 2008). This endarteritis reduces
the arterial lumen, the smaller arteries become obstructed because
of embolization, and the arteries lose elasticity. The reduced gauge
and compliance of the arteries chronically develops pulmonary
hypertension (pH) which, if not treated correctly, can produce right

* Corresponding author.
E-mail address: elena.carreton@ulpgc.es (E. Carretén).

http://dx.doi.org/10.1016/j.vetpar.2017.02.001
0304-4017/© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

pendently of the worm burden (Dillon et al., 1995). Other factors, as
proteins secreted by the parasites and endogenous molecules, may
contribute to the vascular endarteritis and therefore development
of pH (Uchide and Saida, 2005; Venco et al., 2014a; Gonzalez-
Miguel et al., 2015).

In heartworm disease, endarteritis and pH are closely linked.
It has been postulated that the determination of pH and serolog-
ical factors could be extremely useful to determine the severity
of the endarteritis and thus the chronicity of the disease (Uchide
and Saida, 2005; Venco et al., 2014a; Venco et al., 2014b). Nowa-
days, the method of choice to diagnose pH in veterinary medicine
is based on transthoracic Doppler echocardiography, which pro-
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vides a noninvasive and readily available method for estimating
pulmonary arterial pressure (Kellihan and Stepien, 2010). However,
the diagnosis is often based on indirect and subjective parameters,
specifically when tricuspid regurgitation and/or pulmonary insuffi-
ciency are difficult to obtain. Recently, the Right Pulmonary Artery
Distensibility Index (RPAD Index) was validated as a valuable and
objective method to estimate the presence and severity of pH in
dogs infected by D. immitis (Venco et al., 2014b). The RPAD Index
is basically calculated as the difference in diameter of the right
pulmonary artery in systole and diastole as measured by M-mode.

Nevertheless no studies have been published assessing the evo-
lution of the endarteritis and pH after the death of the parasites, so
the objective of this study was to evaluate the influence that the
elimination of the worms exerts over the pulmonary pressure and
therefore evolution of the endarteritis, through the evaluation of
the RPAD Index and other echocardiographic measurements in 2D
mode, M-mode and Doppler echocardiography in dogs naturally
infected by D. immitis.

2. Materials and methods

34 client-owned dogs brought to the Veterinary Medicine Ser-
vice of the University of Las Palmas de Gran Canaria were included
in the study. The dogs lived in a hyper-endemic area of D. immitis
(Montoya-Alonso etal.,2011; Montoya-Alonso et al., 2016). Seven-
teen were male and 17 were female and the age ranged from 2 to 6
years; 18 were mixed-bred dogs and 16 were pure-bred dogs. Inclu-
sion in the study was based on a positive result for circulating D.
immitis antigens (Urano test Dirofilaria , Urano Vet SL, Barcelona,
Spain). Dogs were further evaluated for the presence or absence
of microfilariae using a modified Knott test. Thoracic radiography
and echocardiography exams were carried out in all dogs at the
beginning and at the end of the study.

Dogs underwent echocardiographic exam by using an ultra-
sound machine with spectral and color Doppler and multifrequency
probes (5.5-10 MHz) (Logic P5, General Electric, New York, USA).
The dogs were placed in right lateral recumbence with the trans-
ducer placed in the third intercostal space. Dogs were conscious and
under electrocardiographic monitoring during the whole test. For
each measurement, six continuous cardiac cycles were recorded.
All the echocardiographic records were carried out by the same
researcher.

Echocardiographic findings were evaluated to estimate the
worm burden (Venco et al., 2003), and a score from 1 to 4 was
assigned from low to high worm burden as follows: (1) No worms
visualized, (2) few worm echoes in the distal part of the right pul-
monary artery, (3) worm echoes occupying the right pulmonary
artery and extending to the main pulmonary artery, (4) worm
echoes occupying the whole right pulmonary artery and the main
pulmonary artery to the level of pulmonary valve.

The following parameters were determined by means of spectral
Doppler: pulmonary flow acceleration time (AT), pulmonary flow
ejection time (ET), AT/ET ratio, maximum velocity of the blood flow
through the pulmonary artery (PAVmax) and pulmonary decel-
eration time (DT). Presence or absence of tricuspid regurgitation
(TR) and pulmonary regurgitation (PR) as well as gradient between
chambers, were also assessed. By standard two-dimensional mode,
the following was determined: main pulmonary artery/aorta ratio
(PA/Ao ratio), left atrial (LAV) and right atrial (RAV) volumes, left
atrial (LAA) and right atrial (RAA) areas. By M-mode, the measured
parameters were: fractional shortening (FS), ejection fraction (EF),
right ventricular internal diameter in telediastole (RVIDD) and left
ventricularinternal diameter in telediastole (LVIDD), RVIDD/LVIDD
ratio, right ventricle wall thickness (RVWT), left ventricle posterior
wall thickness (LVPWT), RVWT/LVPWT ratio, and tricuspid annular

plane systolic excursion (TAPSE). The RPAD Index was determined
as described by Venco et al. (2014b).

The dogs received adulticide treatment following the Amer-
ican Heartworm Society recommended management protocol
(American Heartworm Society, 2014). Briefly, on day 0 the dog
is diagnosed and verified as heartworm positive, start with
monthly heartworm preventative based on ivermectin (6 pg/kg)
(Cardotek-30 Plus, Merial Laboratorios S.A., Barcelona, Spain) and
the administration of doxycycline (Ronaxan, Merial Laboratorios
S.A., Barcelona, Spain) (10 mg/kg BID) for 4 weeks. On day 60 the
dog is treated with the first intramuscular injection of melarsomine
(2.5 mg/kg) (Immiticide, Merial Laboratorios S.A., Barcelona, Spain),
followed on day 90 by a second injection, and a third injection on
day 91. On day 120 the dog is tested for presence of microfilariae
and discharged. Finally, the day 271, 6 months after completion, an
antigen test is done to confirm the adulticide efficacy.

Moderate exercise restriction was recommended since the day
0 until day 60 and significant since day 60 until at least one month
after the last melarsomine injection. Echocardiographic measure-
ments were assess on day 0 (day of the diagnosis) and day 120 (day
of discharge). Measurements were assessed by the same technician
who on day 120 was blinded about the results from day 0.

The data were analyzed using the SPSS Base 19.0 software for
Windows. A Kolmogoroz-Smirnov test was performed to verify
the normal distribution of the data. Continuous variables were
expressed as median =+ standard deviation. Qualitative variables are
expressed as percentage. The non-parametric test of Wilcoxon was
used to determine the differences before and after treatment. The
Chi square test or Fisher's exact test was used to assess the associa-
tion between categorical variables. In all cases, a p value <0.05 was
determined as significant.

All the owners gave their consent to participate in this study.
The study was approved by the ethical committee of the Veterinary
Medicine Service of the University of Las Palmas de Gran Canaria
and was carried out in accordance with the current European leg-
islation on animal protection.

3. Results

Based on the modified Knott test results on day 0, 17 dogs (50%)
showed microfilaremia and 17 (50%) were amicrofilariemic. On day
120, only one dog showed microfilaremia.

According to the echocardiographic findings, at the beginning of
the study 25 dogs (74%) were considered as having a low burden of
heartworms (scores 1 or 2) while 9 (26%) were considered to have
a high burden (scores 3 or 4). On day 120, all dogs were classified
as score 1.

Absence or presence of pH, as well as the severity, was based
on the determination of the RPAD Index. According to Venco et al.
(2014b), pH was present in 68% of the dogs (n=23): 2 dogs pre-
sented severe pH (RPAD Index =22%), 13 dogs presented moderate
pH (RPAD Index 23-27%) and 8 presented mild pH (RPAD Index
28-35%). Normal pulmonary pressure was present in 32% (n=11)
of the studied dogs (RPAD Index =36%).Onday 120,23 dogs showed
pH (3 dogs presented severe pH, 5 dogs presented moderate pH and
15 presented mild pH), while 11 dogs showed normal pulmonary
pressure.

No significant differences were observed between the RPAD
Index on day 0 and RPAD Index on day 120, in both with high and
low parasite burden groups of dogs (Table 1). When the evolution
of the RPAD Index was observed individually from day O to day 120,
6 dogs evolved from normotense to hypertense and 6 dogs evolved
from hypertense to normotense; 17 dogs with pH remained hyper-
tense on day 120, and 5 dogs which were normotense on day 0
remained normotense on day 120.
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Table 1

Right Pulmonary Artery Distensibility (RPAD) Index on day O (beginning of the study,
day of diagnosis) and day 120 (one month after the last adulticide dose) of the stud-
ied dogs (n=34) according to parasite burden on day 0 based on echocardiographic
findings (Venco et al., 2003). Dogs were considered as having a low burden of heart-
worms (n=25) if no worms were visualized or few worm echoes were observed in
the distal part of the right pulmonary artery, and considered to have a high burden
(n=9)if worm echoes were occupying the right pulmonary artery and extending to
the main pulmonary artery or occupying the whole right pulmonary artery and the
main pulmonary artery to the level of pulmonary valve.

RPAD Index (%)  High Parasite Burden (n=9)  Low Parasite Burden (n=25)

Day 0 31.06 £5.50 32.36+9.01
Day 120 31.11+7.09 35.33+11.23
Table 2

Echocardiographic parameters measured in the studied dogs (n=34).

Echocardiographic parameter Day 0 (n=34) Day 120 (n=34)
AT (ms) 0.08 +£0.02 0.07 +£0.02
ET (ms)’ 0.21+£0.04 0.19+0.02
AT[ET 0.37+£0.09 0.39+0.10
PAVmax (m/s) 0.84-£021 0.87+£0.20
DT (ms)’ 0.13+0.02 0.1140.02
PA/Ao 1.02+0.14 0.99+0.11
LAV (cm) 6.64 +4.98 8.134+6.03
RAV (cm) 5.44+3.75 5.73+3.96
LAA (cm?) 4.44+1.99 5.02+2.54
RAA (cm?) 385+1.84 3.98+1.82

FS (%) 41.28 £10.02 37.83£12.10
EF (%) 714341213 67.27+15.25
RVIDD (cm) 1.02+0.45 0.92+0.55
LVIDD (cm)’ 2.98+0.69 3.17+0.68
RVIDD/LVIDD 0.34+0.16 0.29+0.19
RVWT (cm) 0.54+0.12 0.55+0.16
LVPWT (cm) 0.83+0.25 0.76+0.19
RVWT/LVPWT 0.69-+0.18 0.74+0.20
TAPSE (cm) 1.39+0.35 1.384+0.32
RPAD Index (%) 32014817 34.22+10.37

AT: pulmonary artery flow acceleration time; ET: pulmonary artery flow ejection
time; PAVmax: maximum velocity of the blood flow through pulmonary artery; DT:
pulmonary deceleration time; PA/Ao: main pulmonary artery/aortaratio; LAV, RAV:
left atrial and right atrial volumes; LAA, RAA: left atrial and right atrial areas; FS:
fractional shortening; EF: ejection fraction; RVIDD, LVIDD: right ventricular and left
ventricular internal diameters in telediastole; RVWT: right ventricular wall thick-
ness; LVPWT: left ventricular posterior wall thickness; TAPSE: tricuspid annular
plane systolic excursion; RPAD Index: Right Pulmonary Artery Distensibility Index.
" Statistically significant differences (p <0.05) between day 0 and day 120.

TR and/or PR was present in 7 dogs on day 0 and 7 dogs on day
120. TR was present in 3 dogs at the beginning of the treatment with
no signs of systolic pulmonary hypertension (mean velocity flow:
1.88 +£0.69 m/s)and in 6 dogs at the end of the study (mean velocity
flow: 1.56 + 1.45 m/s). PR was present in 6 dogs at the beginning of
the treatment with no signs of diastolic pulmonary hypertension
(mean velocity flow: 1.22 +0.43 m/s), while was present in 3 dogs
at the end of the study (mean: 1.81+1.11m/s).

When the other echocardiographic measurements were evalu-
ated, only significant differences were found in DT, ET and LVIDD
when measurements from day 0 and day 120 were compared (p
<0.05) (Table 2).

4. Discussion

Heartworm disease is characterized by arterial damage, pro-
duced by the development of proliferative endarteritis. This is
characterized by the cell proliferation and migration of the vas-
cular endothelium and smooth muscle, and the degradation of
the extracellular matrix. This process results in the formation of
intravascular microvilli, among other mechanisms, causing inti-
mal thickening and narrowing of the arterial lumen (Adcock, 1961;
Atwell et al., 1988; Gonzalez-Miguel et al., 2012). It is caused by

the presence of the adult worms in the pulmonary arteries and the
lesions begin immediately upon arrival of the parasites and worsen
with the chronicity of the disease (Atwell et al., 1985; Bowman and
Atkins, 2009). Endarteritis leads to a decrease in pulmonary vas-
cular compliance and an increase in pulmonary vascular resistance
that, if severe, will lead to pH. When severe and chronic, pH may be
complicated by right congestive heart failure (McCall et al., 2008;
Bowman and Atkins, 2009).

pH is one of the most damaging complications in heartworm
and is probably present in most dogs with radiographically appar-
ent heartworm disease (Kittleson, 1998); being a frequent and
severe phenomenon in heartworm, its objective determination is
important. To determine the presence of pH, transthoracic Doppler
echocardiography has been described as the method of choice
in veterinary patients (Kellihan and Stepien, 2010). However, the
diagnosis of pH was often based on indirect and subjective param-
eters, specifically when tricuspid regurgitation and/or pulmonary
insufficiency are not present, which only help to partially quantify
the disease severity. This limitation does not apply to the RPAD
Index, which may be useful and predictive of pH in dogs also when
tricuspid regurgitation is absent or difficult to obtain (Venco et al.,
2014b; Visser et al., 2016).

Furthermore, during the adulticide treatment, the death of the
worms causes thromboembolism and tends to worsen the vascu-
lar damage and presence of pH, right heart failure, or pulmonary
infarction (McCall et al., 2008; Bowman and Atkins, 2009). In sight
of the importance of this, there is a lack of studies evaluating the
response of the pulmonary vasculature and changes in the vascular
damage and pH once the parasites disappear from the system of the
host.

The results from this study did not show any improvement nei-
ther worsening in the development of pH after the elimination
of the parasites, independently of the parasite burden, since the
differences in the RPAD Index from day O and day 120 were not
statistically significant. In dogs with high parasite burden, previous
studies showed that a significant percentage are still showing signs
of pulmonary thromboembolism one month after the last injection
of adulticide (Carretén et al., 2013; Carretén et al., 2014), when
the second echocardiographic evaluation was carried out in this
study. Thromboembolism aggravates pH, but based on the results
from this study, it seems that the death of the worms did not dam-
age significantly the vasculature of the treated dogs. This basically
consists on the previous elimination of Wolbachia and reduction
of microfilariae, followed by a stepped death of the worms, which
reduces significantly the importance of the thromboembolic pro-
cesses and therefore the potential exacerbation of pH in these dogs
(Kramer et al., 2011). On the other hand, a study demonstrated that
the biomarker of pulmonary thromboembolism D-dimer was unde-
tectable in all dogs with low burden from the third week after the
first injection until the end of the treatment, suggesting that most
of the worms die after the first adulticidal injection (Carretén et al.,
2013); however, neither is present any significant improvement in
the RPAD Index on day 120 in dogs with low parasite burden.

These results raise the question whether more time is nec-
essary once the intravascular parasites have been eliminated to
show a significant improvement of the vasculature or if there is
not any significant recovery after the adulticide treatment in dogs
with chronic vascular damage. It should be considered the dura-
tion of the infection; this cannot be estimated in naturally infected
dogs, but chronic infections have a significant impact in both the
pathological and clinical alterations, which could influence in the
capacity of recovery of the vascular system of the dog once the
parasites have been eliminated. There are evidences that after
the adulticidal therapy, intimal proliferation is partially reversible
(Rawlings et al., 1981). Also, the C-reactive protein, an acute phase
protein which probably has a role in the chronic process of remod-
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eling of the arterial walls and can be used as a marker of endothelial
arteritis and pulmonary hypertension in heartworm (Venco et al.,
2014a), was decreased one month after the last dose of adulticide
of D. immitis, but did not return to normal values (Méndez et al.,
2015). Probably, more time is needed before appreciating some
positive changes in the vasculature. It is known that the parasite
antigens require a longer period of clearance from the bloodstream,
and therefore circulating antigens could be still causing vascular
injury (Bowman and Atkins, 2009). To investigate that, further stud-
ies should be carried out evaluating the RPAD Index in dogs several
months after the treatment is finished.

On the other hand, this study showed significant differences in
DT and ET. Both values decreased and this fact could be related with
a more normalized flow through pulmonary artery after treatment.
There were a significant different in LVIDD with a rise in this value
after treatment. This fact could be related with a more normalized
preload in left ventricular chamber after disappearance of worms
from pulmonary arteries.

This study showed the utility and practical use of the RPAD Index
in the measurement and evaluation of the hypertensive status
of the dog with heartworms. Being a frequent and severe phe-
nomenon in this disease, its objective determination is important
and the possibility to establish and objective approach for the vet-
erinary clinician to determine this status, could be beneficial for the
infected dogs. The knowledge of the response and possible changes
of the pulmonary vasculature after the adulticide treatment by
using the RPAD Index and other echocardiographic measurements
may be useful to provide an objective prognosis to the owner of the
dog and also to determine if further treatment is necessary after the
parasites have been eliminated.

The current results seem to indicate that there is not signifi-
cant aggravation of the pulmonary damage during the death of the
worms by using the adulticide protocol recommended by the Amer-
ican Heartworm Society, and that more time and further studies are
necessary to establish the benefits of the elimination of the para-
sites and Wolbachia over the vasculature to determine the positive
influence throughout the time.
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CONCLUSIONES

1. En los perros con dirofilariosis cardiopulmonar ninguna de las mediciones ecocardiograficas
tradicionales estudiadas, en modo bidimensional, modo-M o Doppler, resultaron ttiles para

estimar de manera objetiva la presencia y gravedad de hipertension pulmonar.

2. El empleo del indice DAPD permite evaluar y monitorizar de manera objetiva y sencilla la
presencia y gravedad de hipertension pulmonar en los perros infectados de D. zmumitis, siendo
una herramienta diagnoéstica valida en la detecciéon precoz de hipertension pulmonar en perros con

dirofilariosis cardiopulmonar asintomaticos.

3. No existe una modificaciéon significativa del estado de tensiéon pulmonar en perros con
dirofilariosis cardiopulmonar tras el tratamiento adulticida siguiendo las pautas recomendadas por

la American Heartworm Society.

4. La presencia de hipertension pulmonar en perros con D. zmmitis parece no depender

exclusivamente de la carga parasitaria del paciente.

5. Es necesario que transcurra un periodo de tiempo mayor de 30 dfas, desde la finalizacién del
tratamiento adulticida y la eliminaciéon de los parasitos de Dirofilaria immitis, para poder apreciar

cambios positivos en las alteraciones vasculares y de tensién pulmonar en los perros infestados.
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RESUMEN

La dirofilariosis cardiopulmonar es una enfermedad parasitaria de caracter grave producida
por el nematodo Dirofilaria immitis. Esta enfermedad es cosmopolita y se encuentra distribuida
ampliamente en zonas tropicales y subtropicales. La patogénesis de la dirofilariosis se atribuye a la
presencia de los parasitos que, en su forma adulta, se localizan principalmente en las arterias
pulmonares y en el ventriculo derecho del hospedador, causando endarteritis pulmonar
proliferativa e hipertension pulmonar que, si no es tratada, de forma crénica produce insuficiencia
cardiaca congestiva. En las fases tempranas no se observan cambios ecocardiograficos evidentes;
sin embargo, el desarrollo de endarteritis, que posteriormente provoca hipertensiéon pulmonar,
comienza desde el inicio de la infeccion. Por ello, el desarrollo de técnicas diagnosticas objetivas y
precoces mediante ecocardiografia se hace necesario. El objetivo de esta tesis doctoral fue evaluar
la utilidad de una serie de mediciones ecocardiograficas en modo bidimensional, modo-M y
Doppler empleadas comunmente para estimar de manera indirecta la presencia de hipertension
pulmonar, asi como el reciente indice de distensibilidad de arteria pulmonar derecha (DAPD), en
la evaluacion clinica del perro con dirofilariosis cardiopulmonar y en el diagnoéstico de hipertension
pulmonar antes y tras el tratamiento adulticida. Para ello, se estudiaron 93 perros infectados por
D. immitis, y se valoré la utilidad de las mediciones ecocardiograficas e indice DAPD, en funcién
de la carga parasitatia, sexo, origen (albergue/ propietario), o presencia/ausencia de microfilaremia
y de sintomas. Se observé que ninguna de las mediciones ecocardiograficas estudiadas, excepto el
indice DAPD, resultaron utiles para estimar la presencia y gravedad de la hipertensiéon pulmonar
en perros con dirofilariosis cardiopulmonar. Ademas, tampoco resultaron validos para cuantificar
los aspectos clinicos evaluados, salvo el indice DAPD que presentaba diferencias significativas
entre animales sintomaticos y asintomaticos. Posteriormente, se evaluaron ecocardiograficamente
34 perros antes y después del tratamiento adulticida para observar la evolucion del dafio vascular;
se observo que no existe un empeoramiento significativo del dafio vascular ni desarrollo de
hipertensién pulmonar en perros con dirofilariosis cardiopulmonar tras la muerte de los parasitos
adultos pero tampoco existe una mejora significativa del estado hipertensivo tras finalizar el
tratamiento adulticida; para esclarecer si tal mejora es viable, son necesarios realizar mas estudios
seriados en el tiempo para establecer los beneficios de la eliminacion de los parasitos y la bacteria

Wolbachia. Los resultados validan el empleo del indice DAPD como un indice objetivo para evaluar
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y monitorizar a los perros infectados por D. immitis, el cual presenta un importante valor
diagnostico en la deteccion precoz de hipertension pulmonar en perros asintomaticos, lo que
podria permitir tomar medidas terapéuticas adecuadas dirigidas a impedir el progreso del dafio
vascular en estos animales. Los resultados alientan el uso del indice DAPD de manera
estandarizada para determinar la presencia o ausencia de hipertensién pulmonar, asi como su

gravedad, en el perro con dirofilariosis cardiopulmonar.

Palabras clave: dirofilariosis, Dirofilaria immitis, ecocardiografia, hipertension pulmonar, arteria

pulmonar, endarteritis pulmonar proliferativa
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SUMMARY

SUMMARY

Cardiopulmonary dirofilariosis is a severe parasitic disease caused by the nematode
Dirofilaria immitis. 1t is a cosmopolitan disease, widely found in in tropical and subtropical areas.
The pathogenesis of this disease is caused by the presence of the adult parasites in the pulmonary
arteries and right ventricle of the host, causing pulmonary proliferative endarteritis and pulmonary
hypertension which, if not treated, chronically leads to right-sided congestive heart failure. In the
early stages, no apparent echocardiographic changes are observed; however, the generation of
endarteritis, which afterwards will produce pulmonary hypertension, starts from the beginning of
the infection. Therefore, the development of objective and early diagnostic techniques by
echocardiography is necessary. The aim of the present thesis was to evaluate the utility of a
echocardiographic measurements by bidimensional, M-mode and Doppler echocardiography,
commonly used to indirectly estimate the presence of pulmonary hypertension, as well as the
recent Right Pulmonary Artery Distensibility (RPAD) Index, in the clinical evaluation and
diagnosis of pulmonary hypertension in the dog with cardiopulmonary dirofilariosis before and
after the adulticide treatment. For this, 93 dogs infected by D. immitis were evaluated to assess the
utility of the echocardiographic measurements and RPAD Index in terms of parasite burden, sex,
origin (client-owned/ shelter), or presence/absence of microfilariemia and symptoms. It was
observed that any of the studied echocardiographic measurements, except the RPAD Index, were
useful to estimate the presence and severity of the pulmonary hypertension in dogs with
cardiopulmonary dirofilariosis. Furthermore, neither were useful to quantify any of the evaluated
clinical aspects, except the RPAD Index which showed significant differences between
symptomatic and asymptomatic animals. Afterwards, 34 dogs were evaluated
echocardiographically before and after the adulticide treatment to observe the evolution of the
vascular damage; it was observed that there was not a significant worsening of the vascular damage
and development of pulmonary hypertension in dogs with heartworm after the death of the adult
parasites, but neither was observed a significant improvement of the hypertensive status after the
adulticide treatment; to clarify whether or not an improvement is viable, more studies through the
time are necessary to establish the benefits of the elimination of the parasites and the bacteria
Wolbachia. The results validate the use of the RPAD Index as an objective echocardiographic index

to evaluate and monitor the dogs infected by D. zmmitis, presenting an important diagnostic value
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SUMMARY

in the early detection of pulmonary hypertension in asymptomatic dogs, which could allow
appropriate therapeutic measures aimed to minimize the evolution of the vascular damage in these
animals. The results encourage the use of the RPAD Index as a standardized method to assess the
presence or absence of pulmonary hypertension, as well as the severity, in heartworm-infected

dogs.

Keywords: heartworm, Dirofilaria immitis, echocardiography, pulmonary hypertension, pulmonary

artery, pulmonary proliferative endarteritis
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