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HEPATOZOONOSIS CANINA: EVALUACION DE LA EFICACIA DE ALGUNAS DROGAS PARA SU
TRATAMIENTO

RESUMEN

La hepatozoonosis canina es una enfermedad parasitaria, adquirida por la ingestion de garrapatas
infectadas con protozoarios del género Hepatozoon (H). Hepatozoon canis y Hepatozoon
americanum son las dos especies gque pueden infectar al perro, siendo la primera, la Unica
reportada en nuestro pais hasta el momento. La presentacion clinica de la infeccién con
Hepatozoon canis es muy variable, pudiendo ser asintomatica o manifestarse con signos de
enfermedad leves a severos. Los signos clinicos observados con mayor frecuencia son mucosas
palidas, caquexia y fiebre intermitente. Los examenes hematologicos revelan una ligera anemia no
regenerativa y una marcada leucocitosis neutrofilica con desvio a la izquierda y monocitosis en los
casos de hepatozoonosis clinica. El diagnostico se realiza mediante la visualizacion al microscopio
optico de los gamontes en los leucocitos (neutréfilos y monocitos) en frotis de sangre coloreados.
La droga mas utilizada para el tratamiento de la infeccién con Hepatozoon canis es el Dipropionato
de Imidocarb, aunque los resultados son variables. No existe hasta el momento un tratamiento
eficaz para esta parasitosis, en consecuencia cobra importancia la prevencién de la infeccién,
basada en el contro! efectivo de las garrapatas sobre el perro y el ambiente. El objetivo de este
trabajo fue evaluar una nueva alternativa terapéutica para la erradicacion del Hepatozoon spp. de
la sangre de perros infectados. Se trabajo con 24 perros parasitados naturalmente, distribuidos al
azar en cuatro grupos. Se probaron 3 drogas: Dipropionato de Imidocarb, Toltrazuril y
Espiramicina. En virtud de los resultados obtenidos con los tratamientos se concluye gue no existe
diferencia significativa en cuanto a |a eficacia de los mismos para la desaparicidn del parasito de la
sangre. Se deberia seguir estudiando el tratamiento con Espiramicina, pues a pesar de que los
resultados no son altamente significativos, hay indicios de que puede mejorar la significancia en

sucesivos ensayos.

MV Corina Guendulain



ESPECIALIZACION EN CLINICA MEDICA DE PERRQOS Y GATOS  Hepatozoonosis canina

ABSTRACT

Canine hepatozoonosis is a parasitic disease, acquired by ingestion of ticks infected with protozoa
of the genus Hepatozoon (H). Hepatozoon canis and Hepatozoon americanum are the two species
that can infect dogs, and the first one is the only reported in our country to date. The clinical
presentation of Hepatozoon canis infection is highly variable and may be asymptomatic or show
signs of mild to severe disease. The most frequent clinical signs observed are pale mucous
membranes, cachexia and intermittent fever. in clinical hepatozoonosis, haematological tests
reveal a slight non regenerative anemia and a marked neutrophilic leukocytosis with left shift and
monocytosis. The diagnosis is made by the visualization of gamonts in leukocytes (neutrophiis and
monocytes) in colored blood smears using an optical microscope. The most commonly drug used
to treat the infection of Hepatozoon canis is Imidocarb Dipropionate, although the results are
variable. There is no effective treatment for this parasite until now, thereby preventing infection
based on effective control of ticks on the dog and the environment becomes important. The aim of
this study was to evaluate a new therapeutic alternative for the eradication of Hepatozoon spp.
from the blood of infected dogs. We worked with 24 dogs naturally parasitized, randomized into
four groups. Three drugs were tested: Imidocarb Dipropionate, Toltrazuril and Spiramycin.
According to the results obtained, it is concluded that there is no significant difference in the
effectiveness of each treatment for the disappearance of the parasite in the blood. More studies
using Spiramycin as treatment are necessary, because even though the results are highly

significant, there are indications that it can improve the significance in successive trials.
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INTRODUCCION

La hepatozoonosis canina es una enfermedad parasitaria, adquirida por la ingestion de garrapatas
infectadas con protozoarios del género Hepatozoon (H). Este parasito del filum Apicomplexa, del
suborden Adeleorina, pertenece a la familia Hepatozoidae, y esta filogenéticamente relacionado a
los piroplasmas y haemosporinidos (Smith, 1996; Smith y Desser, 1997; Barta, 2001; Baneth y col.,
2003).

Existen mas de 340 especies dentro del género Hepatozoon que infectan a un amplio rango de
huéspedes intermediarios vertebrados, incluyendo anfibios, reptiles, pajaros, marsupiales vy
mamiferos (Patton, 1908; Smith, 1996; Baneth y col., 1998 a; Metzger y col., 2008; Baneth, 2011;
Baneth y col., 2013; Gallusovay col., 2014).

El perro puede infectarse por dos especies del género Hepatozoon: Hepatozoon canis, transmitido
por Rhipicephalus sanguineus, la garrapata marron del perro (Baneth y col, 2001), y Hepatozoon
americanum (Vincent-Johnson y col., 1997), transmitido por Amblyomma maculatum, la garrapata
de la Costa del Golfo (Mathew y col., 2000; Ewing y col., 2002). De estas dos especies, Hepatozoon
americanum es la mas patogena (Macintire, 1997).

En el perro, Hepatozoon spp. fue reportado por primera vez en India en el afio 1905 como
Leukocytozoon canis {James, 1905), luego fue detectado en diferentes lugares del mundo, en Asia,
en Europa y en Africa. En el afio 1978 se comunicé por primera vez la hepatozoonosis en el
continente americano (Vincent-lohnson y col., 1997}, y se atribuyd a una cepa muy patégena de
Hepatozoon canis, ya que se creia que una sola especie infectaba al perro, pero en el afio 1997, se
identifico a Hepatozoon americanum como una especie diferente (Vincent-Johnson y col., 1997;
Ewing y col.,, 2000; Mathew y col., 2000; Panciera y col.,, 2001). Las técnicas de diagnostico
molecular permitieron comprobar que los perros del sur de Estados Unidos eran infectados, tanto
por Hepatozoon americanum como por Hepatozoon canis, y que ademas podian existir
infecciones mixtas (Vincent-lohnson y col., 1997; Allen y col., 2008). En América del Sur la especie
reconocida hasta el momento es Hepatozoon canis.

En Argentina, Hepatozoon spp. se describié por primera vez en el afio 1999 (Silva y col., 1999), y
recién en el afio 2007 se realizo la primera caracterizacion molecular, confirmando que la especie
estudiada era Hepatozoon canis (Eiras y col., 2007).

Todas las especies de Hepatozoon tienen un ciclo basico de vida que incluye un desarrollo sexual,
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donde se produce la fertilizacion (gametogonia) y la formacién de ooquistes (esporogonia) en un
huésped definitivo invertebrado hematéfago, y un desarrollo asexual (merogonia o esquizogonia),
seguido de |a formacién de gamontes en un huésped intermediario vertebrado (gamontogonia). Ef
estado de meronte (esquizonte) puede encontrarse en varios tejidos y érganos dependiendo de
las especies de Hepatozoon. El estado de gamonte (gametocito) circula en las células de |a sangre
de los huéspedes vertebrados, en los gldbulos rojos de los anfibios, reptiles y aves, o en los
leucocitos de los mamiferos (Smith, 1996; Baneth y col., 2007; Merino 2014).

La transmision de Hepatozoon spp. se produce cuando un huésped intermediario vertebrado
ingiere un artropodo infectado con oogquistes maduros; a diferencia de lo que sucede con |a
mayoria de los protozoos transmitidos por vectores, donde la transmision se produce a través de
las glandulas salivares, cuando el huésped hematéfago consume sangre del huésped intermediario
vertebrado (Baneth y col., 2007). Asi, el perro se parasita al ingerir una garrapata con
esporozoitos, que atraviesan la pared del intestino y colonizan distintos érganos: higado, bazo y
ganglios linfaticos (Hepatozoon canis), musculo cardiaco y esquelético (Hepatozoon americanum).
En Hepatozoon canis, el esporozoito penetra en una célula huésped, donde se forman los
merontes. Luego, la célula parasitada y los merontes se rompen liberando los merozoitos que
invaden nuevas células y penetran en el citoplasma de los leucocitos (monocitos y neutrofilos),
donde se forman los gamontes a través del| proceso de gamontogonia (Baneth y col., 2007).
Hepatozoon americanum infecta principalmente el musculo esquelético y cardiaco produciendo
una miositis piogranulomatosa. Una célula fagocitica localizada entre los miocitos actia como
huésped y a su alrededor se deposita una capa concéntrica de mucopolisacaridos formando una
estructura quistica, que provoca una severa reaccion inflamatoria (Vincent-lohnson y col., 1997;
Panciera y col., 1999; Panciera y col., 2001). La ruptura de los merontes maduros induce la
formacion de piogranulomas muy vascularizados, y los merozoitos que son liberados, invaden a los
leucocitos, donde se desarrollan a gamontes que circulan por la sangre, o dan lugar a merontes
secundarios {(Pancieray col., 1999; Ewing y Panciera 2003).

La infeccion de la garrapata vector se produce cuando ingiere sangre de un perro con leucocitos
parasitados con gamontes de Hepatozoon spp. Los gamontes se liberan de los leucocitos y una
gameta masculina se une con una femenina para formar un cigoto movil que atraviesa ia pared
intestinal, entra en el hemocele de |a garrapata y se transforma en ooquiste. El coquiste no migra

a la glandula salival de la garrapata por lo que el perro debe ingerirla para infectarse (Baneth y
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col., 2007).

También se ha comunicado la transmision intrauterina de Hepatozoon canis de la madre a los
cachorros (Murata y col., 1993; Baneth y col., 1997).

Hepatozoon americanum es transmitido también por predacion, a traves de la ingestion de quistes
tisulares de pequefios mamiferos salvajes, pero aln no se ha demostrado esta forma de
transmisidn para Hepatozoon canis (Johnson y col., 2009; Allen y col., 2011).

La presentacion clinica de la infeccion con Hepatozoon spp. es muy variable. La diferencia en los
signos clinicos que producen Hepatozoon canis y Hepatozoon americanum, se debe a [os
diferentes drganos donde se desarrollan las merogonias.

La infecciéon con Hepatozoon canis puede ser subclinica, aguda, o cronica con fases de expresidn
clinica y remision. La infeccion puede ser asintomatica y el parasito encontrarse accidentalmente
en animales sanos o que padecen otra enfermedad, o puede manifestarse como una enfermedad
severa, potencialmente mortal (Baneth y Weigler, 1997; Baneth y col., 2007). Los signos clinicos
observados con mayor frecuencia son mucosas palidas, emaciacion y fiebre intermitente (Elias y
Homans, 1988; Gavazza y col., 2003; Chhabra y col., 2013). Los perros asintomaticos o con
enfermedad moderada, tienen generalmente un nivel bajo de parasitemia, en cambio, los signos
clinicos severos son caracteristicos de una alta parasitemia y con una leucocitosis marcada (Baneth
y Weigler, 1997).

La deficiencia del sistema inmune en animales jovenes, la presencia de otros agentes infecciosas, o
tratamientos con agentes inmunosupresores tienen un impacto importante en la persistencia o en
la presentacién de una nueva infeccién (Rioux y col., 1964; Elias y Homans, 1988; Harmelin y col.,
1992; Hervas y col., 1995; Baneth y col., 1997; Baneth y col., 2001; Mylonakis y col., 2005).

Los examenes hematologicos revelan una ligera anemia no regenerativa, y una marcada
leucocitosis neutrofilica con desvio a la izquierda y monocitosis en los casos de hepatozoonosis
clinica (Baneth y col., 1997).

Hepatozoon americanum produce una enfermedad crénica, debilitante y severa, que con
frecuencia lleva a la muerte (Mathew y col., 1998). Los signos clinicos que provoca son, aumento
de temperatura, pérdida de peso, caquexia, depresién, atrofia y debilidad muscular, dolor
generalizado, descarga ocular y renuencia al movimiento. Puede haber aiteraciones en la marcha,
desde rigidez, paresia y ataxia de miembros posteriores, hasta recumbencia, debido a las lesiones

oseas proliferativas y a la miositis que provocan los quistes de merogonias en el musculo
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esquelético (Vincent-Johnson y col., 1997; Panciera y col., 2000; Ewing y Panciera, 2003).

La infeccion con Hepatozoon americanum produce una leucocitosis marcada entre 20.000 y
200.000 leucocitos/ul de sangre (Macintire y col., 1997; Vincent-Johnson y col., 1997).

Los hallazgos patoldgicos a la necropsia en los casos de Hepatozoon canis son variables, aungue se
observan principalmente hepatomegalia y esplenomegalia, con focos necréticos blanquecinos;
éstos focos de necrosis pueden encontrarse también en pancreas, pleura y pulmones (Baneth y
col., 1995).

Histologicamente, en el caso de Hepatozoon canis, se pueden observar en los ganglios linfaticos,
médula Osea, bazo, higado, rifiones, etc. los merontes maduros, conteniendo micromerozoitos
dispuestos en circulo, adquiriendo la forma de “rayos de rueda”. Se pueden encontrar también,
quistes pequefios monozoicos con un Unico parasito en el bazo (Baneth y Shkap, 2003).

En el caso de Hepatozoon americanum, a la necropsia, los hallazgos macroscopicos mas comunes
son la caquexia y la atrofia muscular. Se pueden observar los piogranulomas como nodulos
multifocales, blanquecinos, de 1 a 2 mm en los musculos y otros tejidos. Estos se localizan en
muscuto esguelético y cardiaco principalmente, pero pueden encontrarse también en tejido
adiposo, ganglios linfaticos, musculo liso intestinal, bazo, higado, rifiones, piel, pancreas y
pulmones. El periostio puede aparecer engrosado e irregular {Macintire y col., 2008).
Histologicamente se observan estructuras quisticas grandes, con multiples capas concéntricas de
mucopolisacaridos en el musculo esquelético principalmente. El quiste tiene una célula huésped
localizada centralmente, con citoplasma granular, un nicleo con un gran nucléolo y los merozoitos
en su interior. Estos producen una severa respuesta inflamatoria neutrofilica y la formacion de
granulomas con predominio de macrofagos. Los quistes son redondos u ovales, grandes, de 250-
500 um, con un nucleo central rodeado de membranas, con un patrén en “piel de cebolla” (Ewing
y Panciera, 2003). La vasculitis piogranulomatosa se observa principalmente en rifidn, pero
pueden estar afectados el bazo, el higado, los gangiios linfaticos y el intestino. Puede haber
congestion de la mucosa gastrica y de los pulmones. En los sitios de fijacion de los musculos, en
las vértebras, la pelvis, radio, cubito, humero, fémur, peroné y tibia, se pueden observar
agrupaciones de neutrofilos (Vincent- Johnson y col., 1997; Panciera y col., 1999).

El diagnostico de Hepatozoon canis se realiza mediante la observacion de los gamontes en fos
leucocitos (neutréfilos y monocitos) en frotis de sangre coloreados. También se pueden realizar

pruebas serologicas como ELISA o IFA para fa deteccion de anticuerpos anti Hepatozoon canis. La
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PCR es la técnica mas actual para el diagndstico de esta enfermedad, que permite ademas, la
diferenciacion entre especies (Baneth y col., 2000; Inokuma y col., 2002; Criado-Fornelio y col.,
2003; Rubini y col., 2005; Karagenc y col., 2006). La histopatologia de biopsias de bazo o higado
tambien permiten realizar el diagnostico posmortem.

En la hepatozoonosis americana la parasitemia en general es baja (no supera el 0,1% de los
leucocitos circulantes) y raramente se encuentran gamontes en los extendidos de sangre, por lo
cual el diagnostico se realiza fundamentalmente por la identificacion del parasito en el musculo
esquelético mediante histopatologia. Se toman muestras del musculo biceps femoral o del
semitendinoso en busca de quistes, merontes y/o piogranulomas (Macintire y col., 2008).

No existe hasta el momento un protocolo de tratamiento totalmente efectivo para la erradicacion
del parasito de la sangre. La droga mas utilizada para el tratamiento de la infeccidon con
Hepatozoon canis es el Dipropionato de Imidocarb hasta |la desaparicion de los gamontes en
sangre, aunque los resultados son variables (Macintire, 1999). La Doxiciclina suele utilizarse en
combinacién con el Diproponato de Imidocarb, debido a las posibles coinfecciones con otros
protozoarios transmitidos por la garrapata. Otra alternativa de tratamiento es el Toltrazuril,
aunque la eficacia también es variable (Krampitz y Haberkorn, 1988; Macintire, 2001).

Para la hepatozoonosis americana tampoco existe un tratamiento eficaz que logre la remision a
largo plazo o la cura de la infeccién, porque ninguna droga erradica los diferentes estadios del
organismo de los tejidos. Se utiliza una combinacion de Trimetoprim-Sulfadiacina, Clindamicina y
Pirimetamina para eliminar los merozoitos de los tejidos, y se continda con Decoquinato para
detener el desarrollo de los merozoitos cuando son liberados de los merontes maduros. Con la
administracion de Decoquinato se puede prolongar el tiempo de sobrevida, ya que de otra manera
los signos generalmente regresan entre los 2 y 6 meses (Potter y Macintire, 2010). El Decoguinato
no es efectivo en la eliminacion de los gamontes de circulacidn y tampoco logra disminuir la
signologia clinica en la fase aguda. Si no se realiza el tratamiento, esta enfermedad lleva a la
muerte dentro de los 12 meses, debido a |la caguexia crénica (Macintire y col., 2001; Holman y
Snowden, 2009; Little y col., 2009).

La prevencion de la infeccion se basa en el control efectivo de las garrapatas sobre el perroy el

ambiente (Baneth y col., 2007; Otranto y col., 2010).

En la ciudad de Rio Cuarto, no hay estudios que definan cual es la especie de Hepatozoon que
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afecta a los perros, pero, de acuerdo a los signos clinicos que predominan en los casos atendidos
en el Hospital de Clinica Animal, los porcentajes de parasitemia que generalmente son superiores
a 0,1% (en los casos de Hepatozoon americanum generalmente no superan el 0,1%), a que
Rhipicephalus sanguineus es |la garrapata que predomina y a que en nuestro pais la caracterizacién
molecular de especie realizada, determiné la presencia de Hepatozoon canis, se asume que esta es
la especie a estudiar. Por este motivo, en este trabajo, en adelante, se abordara en forma
exclusiva el Hepatozoon canis.

Hay escasos antecedentes bibliograficos sobre estudios experimentales de tratamientos que
muestren una alta efectividad para la erradicacion de Hepotozoon canis en perros. Los
tratamientos que se realizan en base a drogas efectivas para tratar otros agentes protozoarios, no
logran en todos los casos la eliminacion total del parasito de la sangre, por lo cual se necesjtan
ensayos clinicos con nuevas drogas, tendientes a documentar su eficaciay seguridad.

El objetivo de este estudio fue evaluar una nueva alternativa terapéutica para la erradicacion del
Hepatozoon canis en la sangre de perros infectados. Para ello se seleccionaron tres drogas,
Dipropionato de Imidocarb y Toltrazuril, ya probadas y de eficacia variable, y una tercera,
Espiramicina, con escasos antecedentes bibliograficos de su uso en el tratamiento de esta

parasitosis.

Este trabajo consta de dos capitulos:

- Capitulo |: recopilacion bibliografica de Hepatozoon canis, donde se hace una descripcion
detallada de! parasito, del vectoer, del cicle biologico y la transmision, de los signos clinicos, de los
hallazgos de laboratorio, del diagnostico, de la prevencion, del tratamiento y de los hallazgos
reportados en Argentinay en otros paises del mundo.

- Capitulo II: ensayo terapéutico con las tres drogas seleccionadas.
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CAPITULO |

Hepatozoon canis
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HEPATOZOON CANIS

Hepatozoon canis es un protozoario que parasita los leucocitos (monocitos y neutrofilos) y el
tejido hemolinfatico del perro. Pertenece al filum Apicomplexa, suborden Adeleoring, familia
Hepatozoidae (Smith, 1996; Mathew y col., 2000; Barta, 2001).

Hepatozoon canis fue descripto por primera vez por Bentley en el afio 1904 en India, quien lo
encontré dentro de los leucocitos de mamiferos, y se refirio a él como Leucocytozoon del perro
{Bentley, 1905). Luego, James {1305) volvio a encontrar el parasito en sangre de perros y realizo
una descripcidn detallada de su morfologia, proponiendo el nombre Leucocytozoon canis para esta
especie. Poco tiempo después Gerrard (1906) sugeria que la garrapata actuaba como vector del
parasito. Christophers {1907) confirmoé a Rhipicephalus sanguineus como su huésped invertebrado
y describid el ciclo en la garrapata, sugiriendo que la infeccién ocurria después de la ingestién de la
misma. Miller (1908) reporto la presencia de un parasito intraleucocitario en ratas de laboratorio
gue desarrolld la gametogénesis y esporogonia en el hemocele del acaro vector, y realizé la
primera descripcion det género Hepatozoon. Luego, Wenyon (1910) propuso que se reemplazara
el nombre Leucocytozoon por Hepatozoon y en el ano 1911 descubrid la formacién de ooquistes,
con 30-50 esporocistos y 16 esporozoitos dentro del hemocele de la garrapata. Christophers
(1912) comunico que la garrapata se infectaba en el estado de ninfa y que los adultos eran los que
transmitian el parasito. En el afio 1922 Hepatozoon spp. fue clasificado dentro de la familia
Haemogregarinidae, pero en 1926 fue colocado en {a familia Hepatozoidae.

Los géneros de la familia Haemogregarinidae producen esporozoitos libres que son transmitidos al
huésped vertebrado a través de la picadura del artrépodo vector, en cambio, los esporozoitos de
Hepatozoon se desenvuelven dentro de esporocistos y son transmitidos a través de ta ingestion
del artrépodo infectado por parte del huésped vertebrado (Mathew y col., 2000).

El huésped definitivo de Hepatozoon canis es la garrapata Rhipicephalus sanguineus, y los

huéspedes intermediarios son los perros y los canidos salvajes (Baneth, 2001).
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Clasificaciéon taxondmica
Reino: Protista
Fitum: Apicomplexa
Clase: Conoidasida
Subclase: Coccidiasina
Orden: Eucoccidiorida
Suborden: Adeleorina
Familia: Hepatozoidae
Género: Hepatozoon
Especies (perro): Hepatozoon americanum

Hepatozoon canis
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AGENTE VECTOR

El vector de Hepaotozoon canis es la garrapata Rhipicephalus sanguineus, tonocida como la
garrapata marron del perro (Christophers, 1907; Christophers, 1912; Nordgren y Craig, 1984;
Baneth y col., 2001).

Las garrapatas son parasitos hematdfagos de un gran numero de vertebrados terrestres, incluidos
los perros, y actuan como vectores de un gran nimero de enfermedades bacterianas, virales,
protozoarias y rickettsiales. Aunque se encuentran mayormente en regiones tropicales y
subtropicales, estan ampliamente distribuidas en todo el mundo, debido a su gran capacidad de
adaptacion y de resistencia a diferentes condiciones climaticas, encontrandose algunas especies
en paises con climas muy frios como Islandia, Rusia o en la Antartida. Si bien solo siete especies de
garrapatas tienen como hospedador principal al perro, existen otras 51 especies que pueden
parasitar al perro a nivel mundial (Mufoz y Casanueva, 2001).

Rhipicephalus sanguineus estd ampliamente distribuida en América, Europa, Africa, Asia y
Australia, pero existen diferencias morfologicas y geneticas segun la region. Rhipicephalus
sanguineus de Argentina tiene una fuerte divergencia intraespecifica del DNA mitocondrial con la
de Brasil. En contraposicion, existe una fuerte relacion genetica entre las poblaciones de
Rhipicephalus sanguineus de Argentina y de Europa, lo gue sugiere un origen europeo comun,
mientras que las de Brasil parecen estar mas relacionadas a Rhipicephalus turanicus africana
(Szabo y col., 2005).

En Argentina Rhipicephalus sanguineus fue reconocida en el afio 1938 y es la mas prevalente
(Roveda, 1954), Pero existen otras especies de garrapatas, algunas de las cuales tienen al perro
como hospedero principal, y otras que lo parasitan ocasionalmente. Se encontraron, Amblyomma
aureolatum en Chaco, Entre Rios y Misiones; Amblyomma auricularium en Buenos Aires,
Catamarca, Chubut, Cordoba, Corrientes, Chaco, Entre Rios, Formosa, Jujuy, La Pampa, La Rioja,
Salta, San Juan, San Luis, Santa Fe, Santiago del Estero y Tucuman; Amblyomma cajennense en el
centro-norte argentino; Amblyomma neumanni en Catamarca, Chaco, Cordoba, Formosa, Jujuy, La
Rioja, Salta, San Juan, Santiago del Estero y Tucuman; Amblyomma ovale en Chaca, Entre Rios,
Formosa, lujuy, Mendoza, Misiones, La Rioja y Salta; Amblyommao parvum en Catamarca, Chaco,
Cordoba, Formosa, Salta y Santiago del Estero; Amblyomma pseudoconcolor en Buenos Aires,
Catamarca, Chubut, Cordoba, Formosa, Salta y Santiago del Estero; Amblyomma pseudoparvum en
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Chaco, Formosa, Salta y Santiago del Estero; Amblyomma tigrinum en Buenos Aires, Catamarca,
Chaco, Chubut, Cordoba, Corrientes, Entre Rios, Formosa, Jujuy, La Pampa, Mendoza, Misiones,
Neuquén, Salta, San Luis, Santa Fe, Santiago del Estero, Tucuman y San luan; Amblyomma triste en
Buenos Aires (Guglielmone y Nava, 2006).

Otros estudios sobre especies de garrapatas, realizados en zonas rurales, urbanas y periurbanas de
diferentes lugares de |a provincia de Corrientes, reportaron la presencia de Amblyomma tigrinum,
Amblyomma ovale y Rhipicephalus sanguineus sensu lato (Debarbora y col., 2011). En Salta,
predomina en perros Amblyomma spp. (Beldomenico y col., 2003), y en Jujuy Amblyomma
cajennense (Ripolly col., 1999).

En algunos paises se han comunicado otras especies de garrapatas, diferentes a Rhipicephalus
sanguineus, como vectores de Hepatozoon canis.

En Japén se encontraron ooquistes de Hepatozoon canis en el hemocele de una hembra adulta de
Haemaphysalis longicornis y en una ninfa de Haemaphysalis flava (Murata y col., 1995).

En Brasil se reportd la presencia de ooquistes de Hepatozoon canis en Rhipicephalus (Boophilus)
microplus parasitando un perro infectado (Miranda y col., 2011). Ademas se ha demostrado una
correlacion positiva entre le presencia de Amblyomma cajennense y Hepatozoon canis lo cual
sugiere que esta garrapata podria actuar también como vector (O'Dwyer y col., 2001). Por otra
parte, en estudios experimentales lograron que la garrapata Amblyomma ovale adquiriera la
infeccion después de alimentarse de perros naturalmente infectados con Hepatozoon canis
(Forlano y col., 2005; Rubini y col., 2009).

En Venezuela se reportd la presencia de Hepatozoon spp. en zonas donde no se encontrd
Rhipicephalus sanguineus (Forlano y Meléndez, 2013), y en un estudio en Brasil, no se encontraron
estadios del parasito en las garrapatas Rhipicephalus sanguineus extraidas de los perros infectados
con Hepatozoon canis (Gomes y col., 2010).

En ltalia se encontré Hepatozoon canis en ninfas de Ixodes ricinus, aunque pareceria gue no

actuaria como vector (Gabrielli y col., 2010).
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CICLO BIOLOGICO Y TRANSMISION

El ciclo de vida de Hepatozoon canis incluye una fase sexual, donde se produce la fertilizacion
(gametogonia) y la formacion de quistes (esporogonia), en el huésped definitivo invertebrado
hematdfago, la garrapata marron del perro, Rhipicephalus sanguineus (Baneth y col., 2001), y una
fase de reproduccién asexual {(merogonia - esquizogonia), seguida de la formacion de gamontes
(gamontogonia) en los huéspedes intermediarios vertebrados, el perro y los canidos salvajes

(Smith, 1996) (Figura 1).

| Serusl and sprogeey H _ingesten ty 1k

Figura 1: Ciclo de vida de Hepatozoon canis (Greene, 2008)

1
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Ciclo bioldogico de Hepatozoon canis en el perro

E! perro se parasita al ingerir una garrapata Rhipicephalus sanguineus o partes de la misma,
infectada con ooquistes de Hepatozoon (Baneth y col.,, 2001). Luego de la ingestion de la
garrapata, que puede suceder durante el aseo del pelaje, los ooquistes que se encuentran en el
hemocele de la misma se rompen y los esporozoitos son liberados dentro del intestino del perro,
atraviesan la pared del mismo, invaden las céiulas mononucleares, y colonizan, via hematoégena,
el tejido hemolinfatico (bazo, higado, médula dsea y ganglios linfaticos), pudiendo también
colonizar rifiones, pulmones e intestino. En los tejidos, el esporozoito penetra en una célula
huésped y por el proceso de merogonia, division asexual de los merozoitos, se forman los
merontes. En la célula parasitada, el esporozoito aumenta de tamafio y se forma una vacuola
parasitofaga a su alrededor; en el citoplasma aparecen masas de cromatina que se convierten en
el nucleo de los merozoitos, luego la célula se rompe y se liberan los merozoitos que van a invadir
nuevas células, dando lugar a merozoitos de 2°y 3° generacion (Baneth y col., 2007).

Se pueden encontrar dos tipos de merontes maduros, uno conteniendo 20-30 micromerozoitos
organizados en la periferia del meronte, llamado patrén en “rayos de rueda”, vy el otro con 2-4
macromerozoitos. Los micromerozoitos se liberan al romperse el meronte maduro, e invaden los
leucocitos (neutréfilos o monocitos), en los cuales, por el proceso de gamontogonia, se desarrollan
los gamontes que van a circular por la sangre. Al dia 28 después de la infeccion pueden
encontrarse los gamontes en sangre, pero el pico de parasitemia se produce ef dia 39 post
infeccion. De los macromerozoitos se desarrolian merontes secundarios en los tejidos, y pueden
encontrarse también pequefios quistes monozoicos con un s6lo parasito en su interior {Vincent-

Johnson vy col., 1997; Panciera y col., 1998; Ewingy col., 2002).

Ciclo bioldgico de Hepatozoon canis en la garrapata Rhipicephalus sanguineus

La garrapata Rhipicephalus sanguineus se parasita cuando ingiere sangre de un perro infectado
con gamontes de Hepatozoon canis dentro de los leucocitos. Los gamontes se liberan de los
leucocitos dentro dei intestino de la garrapata y por el proceso de gametogonia, una gameta
masculina se une con una femenina para formar un cigoto movil que atraviesa la pared intestinal y
entra en el hemocele de |a garrapata, y por el proceso de esporogonia se transforma en coquiste.
Estos ooquistes son grandes, de forma redondeada, y pueden ser visualizados sin magnificacion

microscopica. Cada ooquiste maduro tiene entre 30 y 50 esporocistos con 10 a 26 esporozoitos
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infectivos cada uno (Figura 2). El coquiste no migra a la glandula salival de la garrapata por lo
tanto el perro debe comerse la garrapata para infectarse. Los ooguistes se encuentran en el
hemocele a las 96 horas posteriores al consumo de sangre parasitada, y como adultas, resultan
infecciosas para los perros al dia 53 del mismo (Baneth y col., 2001; Baneth y col., 2007).

La garrapata adquiere la infeccion con Hepatozoon canis durante el estado de ninfa, los ooquistes
maduran mientras |a garrapata muda al estado de adulto y la transmision se produce por el estado
de adulto (Baneth y col., 2001; Baneth y col., 2007). Esto lo diferencia de Hepatozoon americanum,
en el cual el estado larval de |a garrapata también puede infectarse, resultando una ninfa que
contiene ooquistes viables capaces de transmitir la enfermedad.

La garrapata Rhipicephalus sanguineus es el principal vector de Hepatozoon canis (Christophers,
1907; Christophers, 1912; Baneth y col., 2007) y es altamente susceptible a la infeccion (Baneth y
col., 2001).

El ciclo de vida de Hepatozoon canis dura 81 dias (Baneth y col., 2007).

Figura 2: Ooquiste de Hepatozoon canis con numerosos esporocistos en el hemocele de
Rhipicephalus sanguineus en estadio aduito (200X) (Greene, 2008)

Transmision

La hepatozoonosis es transmitida a través de la ingestién de una garrapata infectada, a diferencia
de lo que ocurre en las demas enfermedades transmitidas por garrapatas, en las que el vector
hematofago, transmite el agente via glandulas salivares durante el consumo de sangre. La mayoria
de los protozoos transmitidos por vectores, son transmitidos por su huésped hematofago durante

el consumo de sangre via glandulas salivares, el Hepatozoon en cambio, se transmite por la
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ingestion de un artropodo conteniendo ooquistes maduros por el huésped intermediario
vertebrado. Esto ocurre cuando el perro se [ame o cuando se alimenta de presas infestadas por
garrapatas (Smith, 1996; Vincent-lohnson y col., 1997).

También se da la transmision intrauterina de Hepatozoon canis de la madre a los cachorros
(Murata y col., 1993; Baneth y Weigler, 1997) y no se conoce aun si se produce a través de la
ingestion de quistes tisulares durante la predacion de un vertebrado infectado (Allen y col., 2011).

El estado de meronte se encuentra en tejidos y organos, y el estado de gamonte en las células
sanguineas del huésped vertebrado (Baneth y col., 2007). La deteccion de gamontes en neutrofilos
y monocitos sugiere que el parasito ingresa en la médula 6sea a nivel del precursor comun de
éstas células (Baneth y col., 1995).

Los gamontes aparecen en circulacion luego de la ocurrencia de la merogonia en los tejidos, por
eso los perros pueden permanecer parasitados en forma |atente durante largos periodos. En estos
perros con infeccion latente, ante situaciones de inmunosupresion o cuando son expuestos a
infecciones concurrentes; los merontes o esquizontes que se encuentran en los tejidos pueden
reactivarse y reaparecer la parasitemia y la signologia clinica (Baneth y Weigler, 1997).

No se ha podido demostrar aun, gque las transfusiones sanguineas constituyan un riesgo en esta
parasitosis, tal como sucede con otros patogenos transmitidos por garrapatas, como Babesia,
Ehrlichia y Anaplasma spp., donde el perro receptor de la sangre puede infectarse. Las
transfusiones de sangre conteniendo gamontes no han logrado instalar la infeccion en el perro
receptor. Se ha sugerido que ésto se debe, quizas, a que es necesaria la presencia del vector

artropodo conteniendo los esporozoitos infectantes para que se produzca la transmision.
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SIGNOS CLINICOS

La presentacion clinica de la infeccion con Hepatozoon canis es muy variable. Existen tres formas:
subclinica, aguda, y cronica con fases de expresion clinica y de remision. Muchos de los animales
infectados no presentan signos clinicos y el parasito se encuentra en forma accidental, otros, en
cambio, pueden presentar desde signos leves, hasta una enfermedad clinica grave (Baneth y col,,
1995, Baneth y col., 2003). Estas diferencias en la presentacion parecieran depender del grado de
parasitemia, del estado inmunitario del animal y de la presencia concomitante de otros agentes
infecciosos (Vincent-Johnson y col., 1997; Baneth y col., 2003, Mundim y col., 2008).

La presentacion mas frecuente es una enfermedad leve (Mundim y col,, 2008). Los perros
asintomaticos o con enfermedad leve, tienen generalmente un nivel bajo de parasitemia, con
presencia de gamontes en < del 5% de los neutrofilos, en cambio, cuando la parasitemia es alta,
los signos clinicos son severos, pudiendo llegar a un 100% de los neutréfilos parasitados y con una
leucocitosis extrema (> a 150.000 /ul) (Baneth y col., 1995, Baneth y Weigler, 1997, Gavazza y col.,
2003). Una alta parasitemia indica un gran numero de merontes en los tejidos que causan dafio
directo a los tejidos afectados, produciendo perdida de peso extrema y caguexia.

Los signos clinicos observados con mayor frecuencia son mucosas palidas (Elias y Homans, 1988;
Baneth y col., 1995; Baneth y Weigler, 1997; Gondim y col., 1998; Gavazza y col., 2003), pérdida de
peso (Murata y col., 1991; Baneth y col., 1995; Gondim y col., 1998), caquexia e hipertermia
intermitente (Elias y Homans, 1988; Baneth y col., 1995; Baneth y Weigler, 1997; Gondim y col.,
1998; Gavazza y col., 2003). También son frecuentes la anorexia (Elias y Homans, 1988; Baneth y
col., 1995; Baneth y Weigler, 1997; Gondim y col., 1998), la depresion (Murata y col., 1991; Baneth
y col., 1995; Baneth y Weigler, 1997) y la linfoadenomegalia (Gavazza y col., 2003). Puede haber
hiperestesia muscular, dolor a la palpacién del dorso con resistencia al movimiento, dolor a la
palpacion de los musculos del cuello, del tronco y miembros (Murata y col., 1991; Gondim y col.,
1998; Gavazza y col., 2003), conjuntivitis purulenta y rinitis. Otros signos que se presentan con
menos frecuencia son diarrea, gue puede ser sanguinolenta, vomitos, poliuria, polidipsia (Gondim
y col., 1998), paraparesia y paraplejia (Elias y Homans, 1988; Mundim y col., 2008) e ictericia.
Puede haber hepato y esplenomegalia (Esarte, 2010), y algunos autores reportan alteraciones
respiratorias y pulmonares (Mundim y col., 2008). Las lesiones oseas proliferativas no son
frecuentes, aunque se han comunicado casos en Japon (Marchetti y col., 2009).
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A pesar de que Hepatozoon canis afecta el tejido hemolinfatico y algunos 6rganos, en Brasil se
reportaron unos pocos casos con afeccion muscular. En el estudio histopatolégico de fas biopsias
de tejido muscular esquelético, se encontré degeneracion y atrofia muscular multifocal, de
moderada a marcada y zonas de regeneracion de las miofibrillas, similar a la degeneracion
muscular producida por Hepatozoon americanum. Sin embargo, no se observaron focos de
inflamacion piogranulomatosa, o estructuras quisticas, producidas tipicamente por esta especie.
Esto contrasta con otros casos descriptos en Brasil, donde se encontraron diferentes estadios del
parasito en multiples 6rganos, con excepcién del musculo (O'Dwyer y col., 2004). Se ha sugerido
que en Brasil podria haber muhtiples especies de Hepatozoon, o que una misma especie podria
producir diferentes presentaciones clinicas (Paludo y col., 2005).

En India se comunicd un caso clinico de hepatozoonosis con reaccion peridstica afectando las
vértebras cervicales (Priya y col., 2004), y en lapon se reportaron casos clinicos con letargia,
pérdida de peso, dolor y afeccion bilateral de radio, cabito, ilion y fémur, con proliferacion de
hueso periosteal, similar a lo que ocurre con Hepatozoon americanum (Murata y col., 1991). En
italia se reporto un caso clinico producido por Hepatozoon canis confirmado por PCR, que mostré
en el estudio radiolégico proliferacion peridstica en el fémur y lesiones compatibles con
osteomielitis. Estas lesiones no son observadas comunmente en los casos producidos por
Hepatozoon canis, siendo tipicos de Hepatozoon americanum. La PCR dio similitud con
Hepatozoon canis de Taiwan y Espafia (Marchetti y col., 2009). En Israel, fue comunicado otro caso
de Hepatozoon canis confirmado por PCR, con afeccidn ésea, proliferacion marcada del periostio
de hdmero, radio, cubito, fémur y tibia. El paciente tenia inapetencia, letargia y dolor a la flexién
de las articulaciones de los miembros posteriores. La reaccion peridstica se observo
principalmente en las diafisis, aunque también las epifisis y metafisis mostraban alteraciones
focales {Bitton y col., 2012). En Argentina, también se reportdé un caso clinico, en el cual el
principal signo clinico fue {a claudicacion de un miembro y dolor a la palpacion. Los estudios
radiologicos revelaron una lesidn osteolitica que comprometia la zona cortical en proximal del
himero y zonas de reaccion periostica en el radio (Esarte y col., 2010).

Se han reportado casos con presentaciones clinicas inusuales, como un nodulo alopécico y
pruriginoso en el subcutaneo (Little y Baneth, 2011), uveitis y glaucoma (Acevedo y col., 2009) y
meningoencefalomielitis {Marchetti y col., 2009).

Dado que la hepatozoonosis es una enfermedad transmitida por garrapatas, se observa un
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aumento de los casos durante los meses de verano, periodo en el cual las garrapatas son mas
activas (Dantas-Torres y col., 2012).

La infeccion se produce en animales de todas las edades, pero es mas prevalente en animales
jovenes, menores de 6 meses a 1 afio de edad (Ezeokoli y col., 1983; Mundim y col., 1994; Gavazza
y col., 2003; Mundim y col., 2008) y en animales de 5 a 10 afios (Baneth y Weigler, 1997), aunque
hay autores que informan que los animales de todas las edades son igualmente infectados
(O’Dwyer y col., 2001).

La deficiencia del sistema inmune en animales jovenes, o inducida por infecciones concurrentes,
enfermedades severas o por tratamientos con prednisolona o quimioterapia, puede predisponer a
la infeccidon con Hepatozoon canis o permitir la expresion de una infeccién subclinica {Baneth y
Weigler, 1997; Baneth y col., 2001; Baneth y col., 2007).

Es comun, en animales infectados con Hepatozoon canis, la presencia de otros agentes como
Ehrlichia sp. y Babesia sp., probablemente porque comparten el mismo vector (Ogunkoya y col.,
1981; Baneth y Weigler, 1997; Mylonakis y col., 2004), y otros como Parvovirus (Hervas y col.,
1995) y Toxoplasma gondii (Harmelin y col., 1992).

Por este motivo, los signos clinicos no pueden atribuirse a este agente en forma exclusiva
(Penzhorn y Lange, 1990; Mundim y col., 1994; O'Dwyer y col., 1997; Gondim y col., 1998;
O’Dwyer y col., 2001; Mundim y col., 2008).

Hay diferentes opiniones respecto de la patogenicidad del agente, hay quienes afirman que es un
agente oportunista, otros que es un agente patégeno primario causante de enfermedad {Gondim

y col., 1998; Gavazza y col., 2003).
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HALLAZGOS DE LABORATORIO

La alteracién hematoldgica mas comuinmente observada es anemia normocitica normocrémica
arregenerativa (Craig y col., 1978; Mundim y col., 1992; Gavazza y col., 2003). En cuanto a la serie
blanca, puede haber leucocitosis, neutrofilia con desvio a la izquierda, monocitosis y eosinopenia
(Gondim y col., 1998; O’'Dwyer y col., 2006; Mundim y col., 2008), aungque en los casos de baja
parasitemia el recuento de leucocitos puede ser normal. Otros autores informaron neutropenia y
ausencia del desvio a la izquierda de neutrofilos (Barton y col., 1985; Elias y Homans, 1988) y
algunos refieren como anormalidad hematologica la eosinofilia (Gavazza y col., 2003; Paludo y col.,
2003; Arcila y col., 2005; Vojta y col., 2012). En los casos de parasitemia alta puede haber una
neutrofilia extrema. También se ha reportado trombocitopenia.

En cuanto a la bioguimica sanguinea, se ha observado aumento de la fosfatasa alcalina,
hipoglucemia, e hiperproteinemia con hiperglobulinemia e hipoalbuminemia {Barton y col., 1985;
Craig, 1990; Baneth y col., 1995; Baneth y Weigler, 1997; Voyvoda y col., 2004).

Los hallazgos hematoldégicos suelen ser diferentes cuando la hepatozoonosis se asocia a otras

infecciones concomitantes (Mundim y col., 2008).
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HALLAZGOS PATOLOGICOS

A |la observacion macroscopica durante la necropsia, los hallazgos patologicos en los perros
infectados con Hepatozaon canis son variables. En algunos casos no se observan lesiones en los
Organos, aungue en otros, en especial en los graves, las principales alteraciones patoldgicas son la
esplenomegalia y la hepatomegalia, con focos necréticos blanquecinos o grisaceos de diferentes
tamafos, distribuidos en forma difusa. Tambien pueden encontrarse estos focos necroticos en el
pancreas, en los pulmones y en la pleura (Baneth y col., 1995). Puede haber congestion de la
mucosa gastrica y de los pulmones, linfadenopatia y rinones palidos (Baneth y col., 1995).

En el estudio histopatolégico de los ganglios linfaticos, médula 6sea, bazo, higado, rifiones, etc., se
pueden observar esquizontes o merontes maduros, de forma redondeada u ovalada, de 30 um de
diametro, conteniendo micromerozoitos dispuestos en circulo alrededor de un nicleo central

claro, adquiriendo la forma de “rayos de una rueda” en el corte transversal (Figura 3).

Figura 3: Meronte de Hepatozoon canis (“rayos de rueda”)
en tejido esplénico (H&E, barra de escala: 10 yum)
(Baneth, 2003)

Se pueden encontrar también, quistes pequefios monozoicos con un dnico parasito, en improntas
0 en secciones histolégicas de bazo tefiidas con Giemsa o con Hematoxilina-Eosina. Estos guistes
monozoicos son ovales, miden 21 x 17 um, tienen una pared prominente y contienen un zoito
curvo, con un sélo nicleo situado en forma excéntrica (Baneth y Shkap, 2003; O’'Dwyer y col.,

2004) (Figura 4).
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Figura 4: Quiste tisular monozoico de Hepatozoon canis
en tejido esplénico (H&E, 500X)
(Greene, 2008)

En el higado se han observado areas de inflamacion multifocales, asociadas a la presencia de los
merontes, y en el bazo y en los ganglios linfaticos, areas de necrosis con infiltracion de células
inflamatorias, con predominio de histiocitos y un gran numero de merontes alrededor. Estas areas
de necrosis también fueron observadas en los rifiones, en el pancreas, en los pulmones, en la
pleuray enla médula dsea (Banethy col., 1995).

Las lesiones 6seas son raras, pero se ha reportado proliferacion del periosteo, principalmente en
las diafisis de huesos largos (Priya y col., 2004; Marchetti y col., 2009; Esarte y col., 2010; Bitton y

col., 2012).
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DIAGNOSTICO

El diagndstico de la infeccion con Hepatozoon canis se realiza, rutinariamente, mediante la
observacién al microscopio dptico de los gamontes dentro del citoplasma de los leucocitos
{neutréfilos y monocitos), en extendidos de sangre coloreados con diferentes tinciones (Metanol
Giemsa, May Grunwald Giemsa, tinciones diferenciales rapidas como Diff-Quik, Tincion 15, etc.)

(Elias y Homans, 1988) (Figura 5).
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Figura 5: Frotis sanguineo con estructuras intraleucocitarias compatibles con
Hepatozoon spp. (May Grunwald Giemsa, 100X)
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Los gamontes son grandes, miden entre 8 a 12 pm de largo por 3 a 6 pum de diametro, tienen
forma elipsoidal, con una capsula gruesa y un nucleo grande central (Baneth y col., 2003; Eljadar y

col., 2013) (Figuras 6y 7).
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Figura 6: Frotis sanguineo con estructuras intraleucocitarias (flechas) compatibles con
Hepatozoon spp. (May Grunwald Giemsa, 400X)

Figura 7: Frotis sanguineo con una estructura intraleucocitaria (flecha) compatible con
Hepatozoon spp. (May Grunwald Giemsa, 1000X)
El frotis de sangre debe hacerse rapidamente para evitar la salida de los gamontes de las células
blancas, de lo contrario, se debe conservar la muestra refrigerada hasta su procesamiento. Esta es
la técnica de eleccién para el diagnéstico de rutina, a pesar de ser poco sensible y de no permitir
la diferenciacién de especies. Debido a que, en ocasiones, la parasitemia es intermitente, o el
namero de gametocitos circulantes es muy bajo, €stos no siempre se detectan en sangre (Banethy

col., 2003), por este motivo, se sugiere realizar el extendido con la capa leucocitaria (buffy coat)
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para aumentar las posibilidades de observacién. Para ésto, se hace un microhematocrito, luego se
centrifuga y se realizan los extendidos con la capa de globulos blancos. Se recomienda la
realizacion de cuatro a cinco frotis para disminuir el margen de error al efectuar la observacidn
(Esarte, 2010; Otranto y col., 2011). Los frotis realizados con sangre de microcirculacion no
mejoran la capacidad de diagnostico, pero la combinacion de €stos con los realizados con sangre
venosa, aumentan la probabilidad de deteccién de los gamantes (Paludo y col., 2003; Rubini y col.,
2008).

Otra forma de realizar el diagnostico es mediante la deteccion serologica de anticuerpos anti
Hepatozoon canis, con pruebas de ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) o de
anticuerpos fluorescentes indirecta (IFA), que pueden ser (tiles para detectar bajas parasitemias o
infecciones recientes, previo a la formacion de los gamontes. Estas pruebas tienen una
sensibilidad mas alta que la observacion de extendidos sanguineos, pero no son utilizadas como
técnicas de rutina (Baneth y col., 1998 b). Existe una IFA para detectar anticuerpos que fueron
reactivos con gamontes de Hepatozoon canis, y que detecta también IgM e 1gG, 16 a39y 22 a 43
dias después de la infeccion, respectivamente (Shkap y col., 1994; Baneth y col., 1996; Baneth y
col, 1998 b; Inokuma y col., 1999; Karagenc y col., 2006). Baneth y col. {2000 a) desarrollaron una
prueba ELISA, con gamontes purificados de neutrofilos de sangre periferica, con un 86% de
sensibilidad y 97% de especificidad, comparable a IFA (Gonen y col., 2004; Mylonakis y col., 2005).
Las pruebas serologicas son utiles para el diagndstico de perros infectados, pero para realizarlas se
necesita contar con perras con alta parasitemia como fuente constante de antigenos, por lo que se
utilizan para estudios epidemiologicos y no como pruebas de rutina (Karagenc y col., 2006).

La reaccion de PCR es otra de las técnicas utilizadas, es altamente sensible y permite, ademas del
diagnéstico, la diferenciacion entre especies (Baneth y col., 2000; Mathew y col., 2000; Inokuma y
col., 2002; Criado-Fornelio y col., 2003; Paludo y col., 2005; Karagenc y col., 2006; Forlano y col.,
2007; Li y col., 2008; Vojta y col., 2009; Spolidorio y col., 2009; Rey-Valeirén y col., 2012).

La PCR de sangre o de capa leucocitaria tiene una sensibilidad del 85,7% para la deteccién de la
infeccion con Hepatozoon canis, y aumenta a 98% cuando la PCR se realiza de ambas muestras en
forma paralela. A pesar de ésto, es de poca aplicacion clinica, siendo especialmente atil para la
realizacion de estudios epidemiologicos y de caracterizacion de especies (Otranto y col., 2011).

La aspiracion de médula osea puede ser (til en perros con baja parasitemia, porgue se pueden
encontrar esquizontes en diferentes etapas de desarrollo (Baneth y col., 2007).
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El diagndstico postmortem se puede realizar a través de la identificacion de merontes maduros en
ganglios linfaticos, médula ésea, bazo, higado, rifiones, etc. en el estudio histopatologico, o de
estructuras quisticas en improntas o en secciones histoldgicas de bazo, tefiidas con Giemsa o con

Hematoxilina-Eosina.
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TRATAMIENTO

Muchas drogas, entre ellas, antibidticos y agentes coccidicidas, han sido usados para el
tratamiento de la infecciéon con Hepatozoon canis en perros. La respuesta al tratamiento con las
diferentes drogas antiprotozoarias utilizadas, solas o combinadas, para tratar de eliminar la
infeccidon con Hepatozoon canis, es variable; en algunos perros es efectiva, y en otros no se logra
erradicar el parasito (Baneth y col., 1995; Parra y Arraga de Alvarado, 1996; Shaw y col., 2001).

Los antiinflamatorios no esteroidales son utilizados conjuntamente con los antiprotozoarios como
tratamiento de soporte para la hipertermia y el dolor (Craig, 1990).

La droga de eleccién es el Dipropionato de Imidocarb (5-6 mg/kg), SC o IM, cada 14 dias hasta la
desaparicion de los gamontes en sangre, a pesar de que {os resuitados son variables (Baneth y
Weigler, 1997; Macintire, 1999; Pasay col., 2011). Esta droga fue usada por primera vez en perros
en forma experimental en el afic 1975, y luego comenzd a utilizarse de rutina para el tratamiento
de Babesia canis, Ehrlichia canis y Hepatozoon canis. Usualmente una o dos aplicaciones son
suficientes, pero en infecciones severas se puede necesitar un tratamiento de hasta 8 semanas
(Macintire y col., 2001). Debido a las posibles coinfecciones con otros protozoarios transmitidos
por la garrapata, se ha sugerido la administracién de Doxiciclina {10 mg/kg), via oral, por 21 dias,
conjuntamente con Dipropionato de Imidocarb (Baneth y col., 2003).

A pesar de que el Dipropionato de Imidocarb es la droga recomendada para la hepatozoonosis, su
utilizacion no garantiza la cura parasitolégica. En un ensayo realizado con un niumero importante
de perros, en el 98% se logro la eliminacion de los gamontes de la sangre dentro de las 24 hs.
posteriores a la administracién de una uUnica dosis, sin embargo, en muchos casos se produjo la
reaparicion de la parasitemia dentro de unas pocas semanas (Ogunkoya, 1981). En otro estudio, se
realizo el seguimiento de tres perros tratados durante 8 meses, y se determind, mediante
observacion del frotis de sangre y de métodos moleculares, que la droga no fue efectiva para la
eliminacion de los gamontes de la sangre. Si bien, al finalizar el tratamiento, no se observaron
parasitos en las muestras de sangre por microscopia optica, si se detectaron por PCR (Sasanelli y
col., 2010).

También se ha probado e} Dipropionato de Imidocarb en combinacién con otras drogas;
administrado en forma conjunta con Tetraciclinas logré la disminucién de la parasitemia y de los
signos clinicos en un estudio realizado sobre seis perros (Elias y Homans, 1988). Baneth y col.
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(1995) reportaron dos casos clinicos con alto porcentaje de parasitacion, que fueron tratados con
Dipropionato de Imidocarb y Doxiciclina. En uno de ellos, no hubo disminucion de la parasitemia ni
recuperacion clinica, incluso con la administracion posterior de Aceturato de Diminaceno, y en
otro, un mes despues del tratamiento, el porcentaje de neutrdfilos parasitados aumentd, y a los
tres meses, luego de repetir el tratamiento, desaparecio la parasitemia. Parra y Arraga de Alvarado
(1996) probaron la Oxitetraciclina sola, y varias combinaciones de drogas, Oxitetraciclina con
Dipropionato de Imidocarb, Oxitetraciclina con Aceturato de Diminaceno, Oxitetraciclina con
Ivermectina y Trimetoprim-Sulfametoxazol. Aungue cada uno de estos ensayos se realizé en un
muy escaso numero de perros, los mejores resultados se obtuvieron utilizando Trimetoprim-
Sulfametoxazol.

El Toltrazuril también ha demostrado resultados dispares en el tratamiento de las infecciones por
Hepatozoon. Estudios experimentales han demostrado su ineficacia en la eliminacion del parasito
en ratones de campo infectados, en los cuales se logro disminuir la mortalidad, pero no erradicar
la parasitemia (Krampitz y Haberkorn, 1988). El Toltrazuril, usado en perros infectados (10 mg/kg),
via oral, por 6 dias, produjo la regresion de los signos clinicos y la normalizacion de los parametros
hematologicos, pero no elimind la infeccidn (Beaufils y col.,, 1996). Pérez Tort y col. (2007)
comunicaron la recuperacion clinica y la desaparicion de los gamontes de la sangre de doce perros
infectados usando Toltrazuril a dosis de 14 mg/kg, via oral, una vez por dia, durante 7 dias.

Del mismo modo gue ocurrié con &l Dipropionato de Imidocarb, el Toltrazuril se probd en
combinacion con otras drogas. Voyvoda y col. (2004) utilizaron con éxito una asociacion de
Toltrazuril con Trimetoprim-Sulfametoxazol en un caso clinico, aungue el tratamiento con
Trimetoprim-Sulfametoxazol se realizé durante 25 dias y debio repetirse el Toltrazuril, ya que en la
primera administracion no se logro la eliminacion completa del parasito. Por otra parte, Pasa y col.
(2011) realizaron un estudio usando una combinacion de Dipropionato de Imidocarb y Toltrazuril
en seis perros, concluyendo que |a incorporacion de Toltrazuril no produjo un beneficio adicional a
la terapia con Dipropionato de Imidocarb como dnica droga. En un estudio realizado con tres
grupos de once perros cada uno, se probd la eficacia de| Dipropionato de Imidocarb por un lado, y
del Toltrazuril/Emodepside en asociacion con Clindamicina por otro. Los resultados indicaron que
las dos terapeuticas fallaron en lograr la eliminacion del parasito; si bien se produjo una
disminucion del porcentaje de animales infectados, no se logré una completa cura parasitologica
(De Tommasi y col., 2014).
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A pesar de que con el tratamiento los resultados son dispares, un alto porcentaje de perros que
poseen baja parasitemia y que son tratados, se cura, sobre todo si no existen otras enfermedades
concomitantes. En ocasiones, luego del tratamiento, se logra la mejoria clinica del paciente,
aunque no se logra erradicar el parasito de la sangre. Se recomienda realizar el tratamiento en
todos los perros infectados, incluidos aquellos con enfermedad moderada, debido a que el nivel
de parasitemia puede aumentar y desarrollar una enfermedad severa (Baneth y Weigler, 1997).

Hasta |a fecha no hay un protocolo terapéutico que elimine la infeccién en todos los casos, aungue

si se logra [a mejoria clinica del paciente.

DIPROPIONATO DE IMIDOCARB

El Dipropionato de Imidocarb es una diamidina, de |a serie carbanalida, gue actua como agente
antiprotozoario. Se combina con el ADN de los organismos susceptibles, desnaturaliza los acidos
nucleicos e inhibe asi la multiplicacion celular. Esta indicado para tratar infecciones con Babesia
canis y Ehrlichia canis (McHardy, 1983). Las diamidinas son rapidamente eficaces y pueden
disminuir los signos clinicos y la parasitemia dentro de las 24 horas. Si bien no eliminan por
completo el parasito en ese tiempo, luego de su aplicacion ejercen una accion residual al alcanzar
altas concentraciones en el higado y al ser lentamente metabolizadas y excretadas (Greene, 2008).
Los efectos adversos mas comunes son el dolor en el momento de |a aplicacion, tumefaccion,
abscesos o ulceracion en el sitio de inyeccion y signos colinérgicos leves (salivacion, jadeo, goteo
nasal, lagrimeo, temblores, episodios breves de vamitos, diarrea e inquietud). El vomito es uno de
efectos colaterales mas constantes. Se recomienda la administracion via IM profunda en la
musculatura lumbar para evitar la reaccion inflamatoria en la piel o en los misculps, y para
prevenir o disminuir la presentacion de los signos colinérgicos, se puede administrar previamente
atropina. No se debe utilizar en pacientes expuestos a organofosforados o inhibidores de la
colinesterasa, ya que pueden aumentar |a toxicidad. Se debe utilizar con cautela en pacientes con
disfuncién pulmonar, hepatica o renal, y no se ha establecido la seguridad para su uso en
cachorros, hembras gestantes o lactantes y en reproductores (Abdullah y col., 1984; Chhabra y
col., 2013). Es utilizado para tratar las infecciones con Babesia canis y Ehrlichia canis (Greene,
2008; Plumb, 2010; Chhabra y col., 2013).

Para el tratamiento del Hepatozoon canis |a dosis es de 5 mg/kg IM o SC, cada 14 dias, hasta que
desaparece la parasitemia. En general 1 o 2 inyecciones son suficientes (Macintire, 1999).
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TOLTRAZURIL

El Toltrazuril es un antiprotozoario, anticoccidiano, de la clase triazinona. Impide el desarrollo de
los distintos estadios de los coccidios (fase sexual y asexual), produciendo anormalidades en el
aparto de Golgi, reticulo endoplasmatico y espacio perinuclear, que interfieren con la division
celular y la formacion de la pared del microgameto y del macrogameto. Sus metabolitos mas
importantes son Toltrazuril-sulfoxido y Toltrazuril-sulfona, que mantienen la actividad
antiprotozoaria. Esta droga disminuye |a parasitemia y logra la negatividad del paciente por
periodos prolongados. Tiene actividad contra Hepatozoon, Isospora, Sarcocystis, Toxoplasma vy
todos los estadios intracelulares de coccidios (Greene, 2008; Plumb 2010).

La dosis para Hepatozoon canis es de 14 mg/kg por via oral, cada 24 hs, durante 7 dias. Otras dosis

sugeridas son de 5-20 mg/kg por via oral, cada 24 hs, durante 2-3 dias (Greene, 2008).

ESPIRAMICINA

La Espiramicina es un antibiotico macrélido, bacteriostatico, que inhibe la sintesis de proteinas
bacterianas, uniéndose a la subunidad ribosomica 50S y blogueando la traslocacién del ribosoma
a lo largo del RNA mensajero. La Espiramicina tiene un potencial particular contra arganismos
intracelulares; penetra lentamente pero en forma continua en el citoplasma de las bacterias, hasta
alcanzar niveles bactericidas al cabo de 3 a 5 horas de contacto. Se concentra en el interior de las
bacterias y de los macrofagos, por lo que presenta un largo efecto residual. Tiene caracteristicas
muy similares a las de la Eritromicina y a la Oleandomicina, pero es mas activa que éstas in vivo,
porque su concentracion sanguinea es mas persistente. Tiene una amplia distribucion tisular y
excelente tolerancia, aunque hay gue administrarla con precaucion en pacientes con enfermedad
hepatica. Es estable en el medio acido gastrico y es bien absorbida a nivel intestinal. En humanos,
es usada en el tratamiento de la toxoplasmosis. Actua contra gérmenes Gram positivos y
Mycoplasmas. Tiene accion contra Staphylococcus sp., Enteracoccus, Streptacoccus pneumaoniae,
Treponema pallidum y microdentium, Leptospira icterohaemorragiae, Neisseria entercelullaris, N.
gonorreae, Listeria monocytogenes, Corynebacterium diphteriae, Clostridium sp., Bacteroides sp.,
Haemophilus sp., Toxoplasma, Miyagawanella, Mycoplasma sp., Bruceila, Pasteurella, Rickettsia
sp. y Amoeba sp. La dosis recomendada es de 23,4 mg/kg por via oral, cada 24 hs, durante 5-10
dias (Greene, 2008; Giguere y col., 2013).

Hay escasa bibliografia sobre protocolos de tratamiento para tratar las infecciones con
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Hepatozoon canis. Se han sugerido varias drogas, pero la eficacia de cada tratamiento en los
diferentes estadios del parasito no fue estudiada. Se informoé un intervalo de 28-42 dias entre el
comienzo del tratamiento y la desaparicion de |os gamontes de |a sangre, probablemente porque
desaparecen de la sangre como consecuencia de la muerte de los estadios tisulares de
Hepatozoon canis (Elias y Homans, 1988). Por otra parte, se sugirio que el tratamiento no es
efectivo contra los parésitos que se encuentran en los tejidos, por lo cual pueden ocurrir recidivas
(Vincent-lohnson y col., 1997).

En ocasiones, durante el tratamiento, el porcentaje de neutréfilos parasitados aumenta, a pesar
de gue, en algunos casos, se produce una mejoria clinica del paciente; en otros casos, en cambio,
se produce un desmejoramiento clinico coincidente con el aumento de la parasitemia. No se
conoce bien el mecanismo por el cual se produce este efecto (Beaufils, 1996; Voyvoda y col., 2004;

Sasanelli y col., 2010).
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PREVENCION

La prevencion de la infeccion se basa en el control de las garrapatas sobre el perro y el ambiente
mediante la utilizacion de acaricidas {Baneth y col., 2007; Otranto y col., 2010).

Para prevenir la transmision congénita, las perras infectadas deberian ser tratadas antes del
servicio. Debido a que no esta claro si puede ocurrir la infeccién a través de la ingestién de tejidos
con ooquistes, se deberia evitar la predacidon sobre mamiferos potencialmente hospedadores del
parasito (Baneth y col., 2007; Baneth, 2011). Asimismo, a pesar de que no esta demostrada esta
forma de transmisién, las transfusiones sanguineas deberian hacerse con sangre de perros
donantes libres de gamontes.

Todas estas medidas son necesarias ya que no existen vacunas para la prevencion de esta

enfermedad.
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SALUD PUBLICA

Existe un solo reporte en la bibliografia de infeccion por Hepatozoon spp. en un hombre en
Filipinas con anemia e ictericia (Carlos y col., 1971). En su sangre se observaron gamontes de
Hepatozoon spp., pero no se encontraron parasitos en el higado ni en la médula 6sea. Pareciera,
por lo que se conoce hasta el momento, que Hepatozoon canis seria un agente sin importancia
patogena para el humano inmunocompetente, pero se deben tomar las medidas de seguridad
pertinentes al trabajar con perros infectados o al tener contacto con garrapatas (Ivanov y Tsachev,

2008).
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HEPATOZOON CANIS EN EL MUNDO

Hepatozoon canis ha sido encontrado en la mayoria de los continentes, sobretodo en |as regiones
de clima templado, tropical y subtropical. En Europa, se ha reportado en Francia (Rioux y col.,
1964), en Espafa (Garcia, 1990}, en Grecia (Kontos y Koutinas, 1991}, en Italia (Gavazza y col.,
2003), en Bulgaria (Tsachev y col., 2008), en Kosovo y Albania (Lazri y col., 2008), en Croacia (Vojta
y col., 2009}, en Portugal (Cardoso y col., 2010), en Luxemburgo (Reye y col., 2010), en Irlanda
(Maguire y col., 2010), en Alemania (Menn y col., 2010) y en Polonia (Bajer y col., 2014).

En Asia, en India (James, 1905), en Irak (Wenyon, 1911), en Singapur (Laird, 1959), en Malasia
(Rajamanickam y col., 1985), en Japén (Murata y col., 1991), en Israel (Baneth y col., 1995), en
Turquia (Voyvoda y col., 2004), en Filipinas y Tailandia (littapalapong y col., 2006) y en Iran
(Khoshnegah y col., 2009).

En Africa, en Sudafrica (McCully y col., 1975), en Egipto (Fahmy y col., 1977), en Nigeria (Ezeokoli y
col., 1983) y en Sudan (Oyamada y col., 2005) y en Cabo Verde (G6tsch y col., 2009).

En América, en Argentina (Silva y col., 1999), en Venezuela (Parra y Arraga de Alvarado, 1996), en
Brasil (Massard, 1979), en Colombia (Arcila y col., 2005), en Grenada (Yabsley y col., 2008), en

Estados Unidos (Allen y col., 2008) y en Costa Rica (Rojas y col., 2014).
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HEPATOZOON CANIS EN ARGENTINA

En el afio 1999 se comunico el primer caso diagnosticado en Argentina, en la provincia de Buenos
Aires (Silva y col., 1999) y seguidamente, en ese mismo ano, se reportaron otros casos en la zona
oeste del Gran Buenos Aires (Esarte y col., 1999). Luego, en el afio 2006, se reportaron en la
misma provincia, dos casos con signologia clinica y otros cuatro como portadores (Fernandez y
col,, 2006). En el afio 2007, se comunicd la presentacién de numerosos casos de Hepatozoon canis
en perros gue compartian un mismo habitat, y su tratamiento con una formulacién de toltrazuril,
preparada especialmente para caninos, en San Andrés de Giles, también de la provincia de Buenos
Aires (Pérez Tort y col., 2007). En ese mismo afio, se realizo la primera caracterizacion molecular
de Hepatozoon en Buenos Aires, mediante la amplificacion y secuenciacién de un fragmento de
650 pares de bases del gen 185 rRNA, que mostro fragmentos 99% idénticos a Hepatozoon canis
(Eiras y col., 2007). En el afio 2010, en la provincia de Buenos Aires, se reportd un caso clinico con
lesiones oseas (Esarte y col., 2010) y en el afio 2012 en la misma provincia, se realizo la descripcion
de los signos clinicos que presentaron 50 caninos afectados por Hepatozoon spp. entre los afios
2007 y 2008 (Pérez Tort y Petetta, 2012).

En el resto del pais se ha comunicado el hallazgo del parasito en varias provincias. En Salta, se
comunico el primer caso de hepatozoonosis en la provincia el afo 2009 (Alonso y Barcos, 2009).
En la ciudad de Trelew, provincia de Chubut, se reporto un caso clinico en el afio 2010 (Beica y col.,
2010). En San Luis, en el afio 2011 se comunico el primer caso diagnosticado en esa pravincia
(Aubert y col., 2011). En Mendoza, se realizé un estudio sobre los hallazgos clinicos y de
labaratorio en ese mismo afio (Linares, 2011), y en el 2013 en la misma provincia, en Lujan de
Cuyo, se reporto la presentacion de un caso clinico (Guevara y col., 2013). En la provincia de Santa
Fe, en el afio 2011, en la ciudad de Esperanza, se comunico |a presencia de Hepatozoon canis en
caninos que residian en esa ciudad (Ruiz y col.,, 2011; Ruiz y col., 2013 b), y en el afo 2013, se
publicé un caso en asociacion con tumor venéreo transmisible (Ruiz y col., 2013 a). En la misma
provincia, en |a ciudad de Casilda en el afio 2012, también se hallaron casos de hepatozoonosis
(Guerra y col., 2012) y en las localidades de Arequito y Sanford, pertenecientes al area de
influencia de la Facultad de Ciencias Veterinarias de |la Universidad Nacional de Rosario, en el afio
2014 se encontraron perros con Hepatozoon spp. (Sacchi y col., 2014). En la provincia de Entre
Rios, en las ciudades de Parana y Santa Elena, se presentaran dos casos clinicos de hepatozoonosis
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canina en el afio 2013 (Varisco y col., 2013).
En la Universidad Nacional de Rio Cuarto, en el afio 2002, se realiz6 por primera vez el diagndstico

de Hepatozoon spp., pero el hallazgo no fue publicado.
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ENSAYO TERAPEUTICO

OBIJETIVO:
Evaluar la respuesta al tratamiento con Dipropionato de Imidocarb, con Toltrazuril y con
Espiramicina, para la erradicacion en sangre de Hepatozoon spp., en perros infectados

naturalmente.

METODO:

Se trabajé con 24 perros infectados naturalmente, algunos pertenecientes al Centro de
Reinsercion de Caninos dependiente de la Municipalidad de Rio Cuarto, y otros, pacientes que
acudieron al Hospital de Clinica Animal (Facultad de Agronomia y Veterinaria de la Universidad
Nacional de Rio Cuarto) por diferentes motivos. El diagndstico se realizé por la observacion al
microscopio oOptico de los gamontes en los leucocitos, en frotis de sangre tefiidos con May
Grunwald-Giemsa. Se determiné el porcentaje de leucocitos parasitados (parasitemia relativa)
realizando el recuento de los mismos en 100 campos microscopicos a una magnificacion de 1000X.
Se registraron los datos del paciente y el porcentaje de leucocitos infectados en una ficha
elaborada para tal fin.

Una semana antes de comenzar los tratamientos, se les colocé un antiparasitario externo a base
de Imidacloprid, Permetrina y Butoxido de Piperonilo spot-on.

Para la administracion de las drogas se confeccionaron al azar cuatro grupos de 6 perros cada uno,
infectados naturalmente con Hepatozoon spp. La mayoria de los perros no tenian signos clinicos
especificos de hepatozoonosis ni patologias concomitantes. A todos los animales se les realizo
hemogramay frotis de sangre previo al tratamiento (dia 0).

-Grupo 1: Recibié tratamiento con Dipropionato de Imidocarb (5 mg/kg via SC, cada 14 dias). A los
14 dias del tratamiento se les realizo un hemograma de control para evaluar la presencia de los
gamontes en sangre. A |os perros que seguian infectados se les administré una segunda dosis. Se
colocaron hasta 4 dosis en los casos necesarios.

-Grupo 2: Recibio tratamiento con Toltrazuril {14 mg/kg via oral, cada 24 horas, durante 7 dias).
-Grupo 3: Recibié tratamiento con Espiramicina (23,4 mg/kg via oral, cada 24 horas, durante 10
dias).

-Grupo control: Sin tratamiento.
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A los perros de los grupos con tratamiento se les realizé hemograma de control y frotis de sangre
al finalizar el mismo y a los 30 dias después de comenzado. A los perros del grupo control se les
realizo al dia 14 y al dia 30, y luego de finalizado el ensayo, a aquellos que seguian infectados se les
administro Dipropionato de Imidocarb para la erradicacion del parasito. Los resultados negativos
se reconfirmaron con la observacion de la capa leucocitaria. La parasitemia se considerd escasa
con menos del 5% de los leucocitos parasitados (Baneth y caol., 2003), moderada con un porcentaje
de leucocitos parasitados entre 5-20% y abundante con >20%.

Las dosis y la frecuencia de administracion de las drogas utilizadas fueron las indicadas por la
bibliografia (Macintire, 1999; Greene, 2008; Giguere y col,, 2013).

Para evaluar el resultado de los tratamientos, se utilizaron pruebas no paramétricas. El porcentaje
de leucacitos infectados fue la variable estudiada en funcion de cada una de las tres drogas
probadas.

Para la matriz de datos y el analisis estadistico se utilizé como soporte técnico el software SPSS.

RESULTADOS:
En los tratamientos realizados con las tres drogas seleccionadas los resultados fueron los

siguientes:

Tabla 1: % de leucocitos parasitados antes y después del tratamiento con Dipropionato de
Imidocarb y nimero de dosis que se administraron para llegar a 0%

B DIPROPIONATO DE IMIDOCARB
Perro N° ANTES DESPUES N° de dosis
(% de leucocitos parasitados) | (% de leucocitos parasitados)
1 13% 0% 2
2 3% 0% 1
3 1% 0% 1
4 3% 0% 1
5 46% 3% 4
6 1% 0% 1

En la tabla 1 se observa que, en los 4 de los 6 casos donde la parasitemia era escasa (< 5%), con

una unica dosis de Dipropionato de Imidocarb desaparecieron los leucocitos parasitados. En el
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caso donde l|la parasitemia era moderada (5-20%), también se logréo un 0% de l|eucocitos
parasitados, pero se necesitaron cuatro dosis. En el caso donde la parasitemia era abundante
(>20%), también se necesitaron cuatro dosis, y aungque disminuyé mucho el valor, no se eliminé

completamente |la parasitemia.

Tabla 2: % de leucocitos parasitados antes y después del tratamiento con Toltrazuril

Perro N° DESPUES
(% de leucocitos parasitados) {% de leucocitos parasitados)
1 18% 0%
2 3% 0%
3 8% 14%**
4 8% 4%
5 6% 0%
6 2% 3%**

**Casos en los que se registré un aumento del porcentaje de leucocitos parasitados fuego del
tratamiento

En la tabla 2 se observa que en uno de los dos casos donde la parasitemia era escasa, con €l
tratamiento se llegdo a 0% de leucocitos parasitados, pero en el otro, aumento levemente. En los
casos donde la parasitemia era moderada, en dos disminuyo a 0% el porcentaje de leucocitos

parasitados, en otro disminuyo sin llegar a 0%, y en otro caso aumento.

Tabla 3: % de leucocitos parasitados antes y después del tratamiento con Espiramicina

Perro N° | ANTES DESPUES
(% de leucocitos parasitados) (% de leucocitos parasitados)
1 7% 2%
2 1% 0%
3 3% 0%
4 6% 14%**
5 2% 0%
6 2% 0%
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**Caso en el que se registré un aumento del porcentaje de leucocitos parasitados luego del
tratamiento

En la tabla 3 se observa que en los tres casos donde la parasitemia era escasa, el porcentaje de
leucocitos parasitados disminuyé a 0% luego del tratamiento. En los casos que tenian una
parasitemia moderada, en uno disminuyd el porcentaje, aungue sin llegar a 0% y en el otro,

contrariamente hubo un aumento del valor.

Tabla 4: % de leucocitos parasitados en los perros del grupo control

B =
- CoeeA | o
[ - B o
Perro N° DiA 14
(% de leucocitos parasitados) (% de leucocitos parasitados)
1 7% 8%**
2 1% 7%**
3 96% 45%
4 1% 1%
5 2% 1%
6 3% 3%

**Casos en los que se registré un aumento del porcentaje de leucocitos parasitados

En la tabla 4 correspondiente a los perros que no recibieron tratamiento se observa que de los
cuatro casos que tenian una parasitemia escasa, en dos no hubo variacion en los valores de
leucocitos parasitados, en uno bajaron y en otro aumentaron. En el caso donde la parasitemia era
moderada, aumento levemente el porcentaje de leucocitos parasitados. En el caso donde la
parasitemia era abundante, bajo de manera importante la parasitemia.

Se informaron los resultados obtenidos al finalizar los tratamientos, ya que en el Gitimo control no
hubo diferencias importantes en los mismos.

Se realizé un analisis estadistico de los datos a efectos de comparar los tratamientos con las
drogas seleccionadas en los grupos de perros parasitados y el grupo control (perros parasitados
sin tratamiento). Se realizé un test no paramétrico de Kruskal-Wallis, que permitié observar que
existe diferencia entre los resultados de los tratamientos con una significancia de p=0,05.

Previamente se intent6 utilizar un test ANOVA, cuyos resultados no fueron aceptados en virtud de
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que no existia homogeneidad de varianza (Levene p=0,05).

A efectos de detectar cuales eran las diferencias significativas entre los resultados de los
tratamientos, se compararon los grupos de a pares con el test no paramétrico de Mann-Whitney,
encontrando una diferencia significativa entre el grupo control y el grupo tratado con
Dipropionato de Imidocarb (p=0,009), por otra parte, se detecté que existe una diferencia
interesante para tener en cuenta en futuros trabajos entre el grupo control y el grupo tratado con
Espiramicina (p=0,09).

El test de Mann-Whitney realizado para el resto de los pares de grupos tratados con Dipropionato
de Imidocarb, Toltrazuril y Espiramicina no arrojé diferencias significativas.

A efectos de interpretar los resultados se confeccioné un cuadro para comparar las medias, que se

muestra en la Tabla 5.

Tabla 5: Valores medios del nivel de leucocitos infectados con Hepatozoon spp. de los grupos de
perros con tratamientos y control

Toltrazuril 7,50 3,50
Espiramicina 3,50 2,67
Control 18,33 10,83

En la tabla 5 se puede observar que todos los tratamientos bajaron los promedios de infeccién.
Por otra parte se ve que los grupos con tratamiento tienen valores similares después de
realizados.

El grupo control bajé debido, posiblemente, a que uno de los animales presentaba un valor
extremadamente grande de parasitacion elevando la media.

Los resultados de la estadistica descriptiva se pueden ver en la figura 8.
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Figura 8: Valores medios del nivel de leucocitos infectados con Hepatozoon spp. de los grupos con
tratamientos y control

DISCUSION:

En este estudio se utilizo el Dipropionato de Imidocarb por ser considerado de eleccién por la
comunidad cientifica para el tratamiento de esta parasitosis, y el Toltrazuril porque es otra de las
drogas mas utilizadas por los profesionales de nuestro pais, debido a que hay una formulacion
disponible para su uso en pequefios animales indicada para esta parasitosis. La Espiramicina se
eligié en base a una comunicacion sobre resultados preliminares satisfactorios de su uso; esta
disponible en el mercado, es de facil administracion, no presenta efectos adversos y permanece
por mas tiempo gue otras de su grupo dentro de los leucocitos.

Los resultados de este trabajo evidencian que, aunque en general hubo una reduccién del nimero
de leucocitos parasitados, ninguna de las tres alternativas terapéuticas fue totalmente eficaz para
lograr la eliminacidn del parasito de la sangre de los perros infectados en forma natural. Algunos
perros respondieron bien al tratamiento y desaparecieron los leucocitos parasitados, pero otros,
no mostraron una respuesta del todo favorable, ya que si bien la carga parasitaria disminuy6, no
se logré la eliminacién total de la parasitemia; hubo incluso, unos pocos casos en los cuales
aumenta.

Esto coincide con la bibliografia que reporta resultados inconsistentes con la utilizacion de las dos
primeras drogas, Dipropionato de Imidocarb y Toltrazuril (Baneth y col., 1995; Beaufils y col, 1996;

Parra y Arraga-Alvarado, 1996; Ogunkoya y col., 1981; Sasanelli y col., 2010; Pasa y col., 2011; De
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Tommasi y col., 2014). En cuanto a la tercer droga, la Espiramicina, hay solo una referencia
(comunicacion personal) de un ensayo realizado en la Universidad de Zulia, Venezuela, que
informa acerca de efectos satisfactorios de la droga, y a pesar de gue los resultados obtenidos en
este estudio no permiten afirmar lo mismo, dejan abierta la posibilidad de nuevas investigaciones
con una muestra mas representativa con un numero mas amplio de animales.

Aunque el Dipropionato de Imidocarb es, por el momento, la droga considerada de eleccion para
el tratamiento de la hepatozoonosis canina, existen estudios que muestran que no es
completamente eficaz para lograr la cura parasitolégica de los perros infectados. En un ensayo
realizado en un niumero importante de animales, en el 98% se logro la eliminacién del parasito de
la sangre dentro de las 24 horas posteriores a la administracion de una unica dosis, sin embargo,
en muchos casos se produjo la reaparicion dentro de unas pocas semanas (Ogunkoya, 1981).
Sasanelli y col., 2010 realizaron el seguimiento de tres perros tratados durante 8 meses, y
determinaron, mediante observacion del frotis de sangre y PCR, que la droga no fue efectiva para
la eliminacidn del parasito.

En coincidencia con ésto, los resultados obtenidos en esta investigacion con el Dipropionato de
Imidocarb no fueron totalmente efectivos, pero es de destacar que en casi todos los animales se
logro eliminar |a parasitemia. La mayoria de los perros que fueron tratados con Dipropionato de
Imidocarb no presentaban signos clinicos ni patologias concomitantes, por lo cual es dable pensar
que probablemente su sistema inmune ayudd a la cura parasitoldgica (Baneth y Weigler, 1997,
Baneth y col., 2001, Baneth y col., 2007). Uno de los perros, con alto valor de parasitemia, si
presentaba signos clinicos compatibles con esta parasitosis. Con el tratamiento, si bien se
necesitaron cuatro dosis, se produjo una reduccion importante de la parasitemia (46% a 3%).
Asimismo, el Toltrazuril ha demostrado resultados dispares en el tratamiento de las infecciones
por Hepatozoon. Estudios experimentales han demostrado su ineficacia en la eliminacion del
parasito en ratones de campo infectados, en los cuales se logré disminuir la mortalidad, pero no
erradicar la parasitemia (Krampitz y Haberkorn, 1988). En perros, el Toltrazuril fue eficaz para
inducir [a remisidn de los signos clinicos y de las alteraciones en los perfiles hematoldgicos, pero
no para eliminar la infeccion (Beaufils y col.,, 1996). Pérez Tort y col. (2007) informaron la
desaparicion de los leucocitos infectados en el frotis sanguineo de doce perros tratados con
Toltrazuril.

Por otra parte, Pasa y col. (2011) realizaron un estudio usando una combinacién de Dipropionato
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de Imidocarb y Toltrazuril en seis perros, concluyendo que la incorporacion de Toltrazuril no
produjo un beneficio adicional a la terapia con Dipropionato de Imidocarb como Gnica droga.

En esta investigacidn los resultados con Toltrazuril fueron variados; de manera similar a lo que
ocurrioé con el grupo de perros tratados con Dipropionato de Imidocarb, la mayoria de los perros
tratados con Toltrazuril no presentaban signos clinicos ni patologias concomitantes. Una sola de
las perras tenia signos clinicos severos, como paraparesia no ambulatoria y dolor generalizado,
compatibles con hepatozoonosis y, a pesar de ésto, no se encontraron gamontes en los leucocitos.
Luego de una semana, al realizar nuevamente la observacion del frotis sanguineo, se encontré un
6% de leucocitos parasitados. Se comenzo el tratamiento con Toltrazuril y desaparecieron los
signos clinicos en forma rapida, en aproximadamente 24 horas, pero aumentd el porcentaje de
parasitemia. Este aumento fue reportado por otros autores tanto con el uso de Toltrazuril como
de Dipropionato de Imidocarb (Baneth y col., 1995; Voyvoda y col., 2004; Sasanelli y col., 2010).
Baneth y col. (1995) evidenciaron este efecto usando Dipropionato de Imidocarb con Doxiciclina,
aunque el perro sufrié una desmejoria de su condicién clinica y la volvié a recuperar al disminuir la
parasitemia; ésto no sucedio en la perra del presente estudio. Voyvoda y col. (2004) reportaron
en un perro con infeccion severa, un aumento de 21 a 26% de neutrofilos parasitados al dia 10 de
tratamiento con una combinacién de Toltrazuril y Trimetoprim-Sulfametoxazol, aunque con una
mejoria de la condicion clinica, que se evidencié dentro de las 72 horas de comenzado el
tratamiento. Esta observacion fue hecha también por Sasanelli y col. (2010), quienes encontraron
que en uno de los perros la parasitemia aumenté abruptamente de 0.67 a 4% durante el
tratamiento con Dipropionato de Imidocarb. Se desconoce la causa de este aumento de la
parasitemia durante el tratamiento, por lo cual seria un aspecto a estudiar en un futuro para
lograr un conocimiento mas acabado del comportamiento de este parasito en el perro. Baneth y
col. (1995) sugieren que este aumento de los neutrdfilos parasitados, podria deberse a la
dispersion generalizada de los merontes desde los tejidos. También sugieren que el tiempo entre
la realizacion del tratamiento y la desaparicion del parasito de la sangre, que se ha reportado
como de 28-42 dias con el uso de Dipropionato de Imidocarb y Tetraciclina (Elias y Homans, 1988},
se podria deber a que se lleva a cabo un largo proceso, en el cual primero se produce la muerte de
los merontes en los tejidos, luego la liberacién de los merozoitos desde los merontes, y
seguidamente |la disminucion de los gamontes en los leucocitos circulantes (Baneth y col., 1995).
Con respecto a la Espiramicina, los perros tratados con esta droga tampoco tenian signos clinicos

MV Corina Guendulain =



ESPECIALIZACION EN CLINICA MEDICA DE PERROS Y GATOS  Hepatozoonosis canina

compatibles con esta parasitosis ni patologias concomitantes. En cuanto a los resultados
obtenidos con su uso, no fueron los esperados, a pesar de ser una droga efectiva contra
organismos intracelulares, de lograr una concentracion sanguinea persistente y de ser
recomendada para el tratamiento de la toxoplasmosis en medicina humana (Couvreur y col.,
1988). De todos modos, si bien no fue efectiva en el 100% de los casos, en la mayoria se logré la
negativizacion en sangre de la parasitosis, por lo que se sugieren futuros ensayos con un numero
mas amplio de perros.

Dentro del grupo de perros que no recibieron tratamiento, utilizado como grupo control, habia
uno que tenia una parasitemia abundante y se encontraba en una condicién clinica critica; una
vez recibido fue sometido a cuidados que mejoraron sus condiciones de vida, lo que

probablemente influyé en la disminucién de la carga parasitaria.

CONCLUSIONES:

Las drogas utilizadas para el tratamiento de perros infectados con Hepatozoon canis no resultaron
del todo eficaces; asi como una misma droga en algunos perros fue efectiva en un 100%, en otros
s6lo consiguid disminuir ligeramente |a carga. Esto podria deberse, como lo sugieren De Tommasi
y col. (2014}, a que las drogas utilizadas no son totalmente eficaces contra el parasito, o a que no
alcanzan el nivel éptimo para ejercer su efecto en los tejidos donde se enquista el Hepatozoon,
tales como el bazo y la médula dsea. Dado gue algunos perros adn sin tratamiento disminuyeron
la carga parasitaria, se podria pensar que el parasito tiene una actividad ciclica entre la sangre y los
organos de depdsito, gue el sistema inmune del huésped juega un rol verdaderamente importante
y/0 que existe una susceptibilidad individual para la infeccion.

En virtud de los resultados obtenidos con los tratamientos llevados a cabo con las diferentes
drogas, se concluye que no existe diferencia significativa en cuanto a la eficacia de los mismos para
la desaparicién del parasito de la sangre. Las tres drogas son equivalentes en cuanto al resultado,
pero a pesar de ésto, hay evidencias que indican que el Dipropionato de Imidocarb resulta ser mas
efectivo. Por otra parte, se destaca la importancia de realizar futuras investigaciones a fin de
profundizar el estudio de la Espiramicina en el tratamiento de la hepatozoonosis, pues a pesar de
que los resultados no son altamente significativos, existen indicios alentadores con respecto a que

la significancia pueda aumentar en sucesivos ensayos.
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