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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo es actualizar la informacidén ya existente sobre la ehrlichiosis
canina y asi poder realizar diagndsticos mds precisos para iniciar el tratamiento lo mdas temprano
posible con el antibiético de primera eleccién, la Doxiciclina y asi evitar que la enfermedad termine
con un desenlace fatal, ademds de la importancia que va adquiriendo cada dia, por la transmisién a
los seres humanos, tornandose un problema de salud ptblica. La ehrlichiosis canina es causada por el
agente Ehrlichia canis y es trasmitido por un vector artrépodo, Riphicephalu ssanguineus. La
infeccion ocurre después que una garrapata ha ingerido sangre de un animal infectado, atacando
después a otro animal ocasionando el pasaje del microorganismo via mecénica. Posterior al periodo
de incubacién, presenta tres fases: aguda de 2 a 4 semanas, donde se multiplican dentro de los
monocitos; fase subclinica que puede durar hasta 5 afios, desaparecen los signos clinicos y una fase
crénica con aplasia medular 6sea. En Pert la ehrlichiosis canina fue detectada en caninos en 1982.
En 2002 se encontrd una seroprevalencia de 16.5 % en caninos de tres distritos de Lima; siendo
detectada actualmente en 27 distritos; también se demostré la seropositividad del 23.33% de
Ehrlichia canis en personas. Se incrementa en verano por un incremento de garrapatas. En gatos de
Espaiia se detect una seropositividad del 9.9%. El antibidtico a eleccién es la Doxiciclina, es una
tetraciclina semisintética, liposoluble, que se absorbe en el tracto digestivo facilmente. El antibiético
se une a proteinas y penetra facilmente en los tejidos alcanzando, tanto en ellos como en sangre,
concentraciones mayores que otras tetraciclinas. Por su gran liposolubilidad, su eliminacion renal es
mas lenta que la de la oxitetraciclina; este hecho, unido a su alto grado de absorcién, permite que su
vida media en suero sea de, aproximadamente, 19.5 horas. Se indica como primera opcidn, es menos
nefrotéxica que otras tetraciclinas; es la droga de eleccidn en infecciones crénicas con evidencia de
falla renal. Actia favoreciendo la fusién entre los fagosomas, donde se encuentran las ehrlichias y

los lisosomas. Posee actividad bacteriostatica. Se debe mantener el tratamiento durante 28 dias.

Palabras clave: Ehrlichia canis, caninos, Doxiciclina.



SUMMARY

The aim of this study is to update the existing information on canine ehrlichiosis so we can
make more accurate diagnoses to start treatment as early as possible with the first-choice antibiotic,
doxycycline and prevent the disease ends with a fatal outcome, in addition to that it is gaining
importance every day, because of the transmission to humans, becoming a public health problem.
Canine ehrlichiosis is caused by Ehrlichia canis agent and it is transmitted by arthropod vector,
Rhipicephalus sanguineous. The infection occurs after a tick has ingested blood from an infected
animal, attacking another animal afterwards causing the passage of the microorganism via
mechanics. Subsequent to the incubation period, it has three phases: acute for 2 to 4 weeks, where
they multiply inside of monocytes; subclinical phase that can last up to 5 years, the clinical signs
disappear and a chronic phase with bone marrow aplasia . In Peru canine ehrlichiosis was detected in
dogs in 1982. In 2002 a seroprevalence of 16.5 % was found in dogs in three districts of Lima;
Currently being detected in 27 districts; seropositivity of 23.33 % of Ehrlichiacanis in people was
also demonstrated. It increases in summer by an increase in ticks. In cats from Spain, seropositivity
of 9.9 % was detected. The antibiotic of choice is doxycycline; it is a semisynthetic liposoluble
tetracycline, which is easily absorbed in the digestive tract. The antibiotic binds to proteins and
easily penetrates tissues reaching both inside of them as in blood, higher concentrations than other
tetracyclines. For its great lipid solubility, renal elimination is slower than oxytetracycline’s; this
fact, coupled with its high absorption degree, allows its serum half-life to be approximately 19.5
hours. Indicated as first option, it is less nephrotoxic than other tetracyclines; it is the drug of choice
in chronic infections with evidence of renal failure. This enhances fusion between phagosomes,
where the Ehrlichia and lysosomes are. It has bacteriostatic activity. Treatment must be maintained

for 28 days.

The key words: Ehrlichia canis, canine, Doxicicline.



I. INTRODUCCION

Existen muchas enfermedades transmitidas por garrapatas tanto a animales como a
humanos en todo el mundo. Entre las principales se encuentran aquellas producidas por rickettsias
del género Ehrlichia, dentro del género Ehrlichia, cuya especie tipo es Ehrlichia canis se
encuentran incluidas las especies E. chaffeensis, E. ewingii, E. ruminantium y E. muris

(Breitschwerdt, 1998).

La ehrlichiosis canina es causada principalmente por el agente Ehrlichia canis y es
trasmitido por una vector artropodo, Rhipicephalus sanguineus o garrapata parda del perro (Parnell,

2004).

La infeccién ocurre después que, una garrapata ha ingerido sangre de un animal infectado,
de esta forma las secreciones salivales de la garrapata contaminan el drea de alimentacion en el

hospedero susceptible, ocasionando el pasaje del microorganismo via mecanica (Neer, 2000).

Posterior al periodo de incubacién, se puede observar dos fases: aguda (2 a 4 semanas), en
donde los microorganismos se multiplican en células mononucleares (macréfagos y linfocitos)
(Ettinger, 1992; Neer, 2000), los perros infectados entran en la fase aguda de la enfermedad que
puede durar de 1 a 2 semanas, después continua una fase subclinica de duracién variable, donde
desaparecen los signos clinicos y finalmente una fase crénica donde encontramos aplasia medular

(Waner y Harrus,2000; Neer, 2000).

En el Pert la ehrlichiosis fue detectada en caninos (ehrlichiosis monocitica canina) (Chavera

et al., 1982) y desde ahi se han incrementado el nimero de casos reportados.



La enfermedad presenta mayor impacto en la época de verano debido a un incremento en el

nimero de vectores transmisores de la enfermedad.

En el 2002 se encontré una seroprevalencia de 16.5 % en Lima Metropolitana en caninos
de distritos colindantes a zonas con aguas naturalmente estancadas (Chorrillos, La Molina y San
Juan de Miraflores) en los meses de febrero a mayo del 2001 (Adrianzen et al., 2003) y en 2006 en

Sullana - Piura se encontré una seroprevalencia de hasta 76% (San Miguel, 2006).

La doxiciclina es una tetraciclina semisintética (en concreto, alfa-6-deoxi-5-oxitetraciclina)
liposoluble, que se absorbe en el tracto digestivo mds facilmente que la oxitetraciclina (Shaw y
Rubin, 1986). Tras su absorcidn, el antibidtico se une a proteinas y penetra facilmente en los tejidos
alcanzando, tanto en ellos como en sangre, concentraciones mayores que otras tetraciclinas (Van

Heerden e Immelman, 1979; Shaw y Rubin, 1986).

Debido a su gran liposolubilidad, su eliminacién renal es mas lenta que la de la
oxitetraciclina; este hecho, unido a su alto grado de absorcién en los tejidos, da lugar a que su vida
media en suero sea de, aproximadamente, 19.5 horas, en comparacién con las 9.5 de la

oxitetraciclina (Huber, 1977).

Como tratamiento se utiliza como primera opcidn, la doxiciclina es menos nefrotoxica que
las tetraciclinas y es la droga de eleccién en las infecciones crénicas con evidencia de falla renal

(Ettinger, 1992).

La doxiciclina actia favoreciendo la fusién entre los fagosomas, donde se encuentran las
ehrlichias, y los lisosomas. También posee actividad bacteriostética, se implanta en los ribosomas

de la bacteria e inhibe, de este modo, la sintesis de proteina bacteriana (Brouqui y Raoult, 1990).

Se han empleado diversos protocolos de tratamiento con la doxiciclina (Van Heerden &
Immelman, 1979; Green y Harvey, 1984), aunque actualmente se aconseja administrar la

doxiciclina en dosis diaria de 10mg/kg (Sainz et al., 2000c; Neer et al., 2002).

La recomendacion actual (doxiciclina) es la de mantener el tratamiento durante 28 dias

(Breitschwerdt, 1998b; Sainz et al., 2000c; Neer et al., 2002)



La mayoria de los conocimientos sobre la Ehrlichia canis, son basados en estudios de otros
microorganismos de caracteristicas semejantes, pero que han sido estudiados mas detalladamente
por atacar al ser humano, como es el caso de la Ehrlichiachaffeensis, es por eso que es imperativo
conocer mas sobre la patogenia de la enfermedad, sobre todo en los relativo a su permanencia por
afios en algunos perros, evadiendo la respuesta inmune, siendo un reservorio potencial para
propagar la enfermedad; saber si otras especies son atacadas por la E. canis, determinar si solo la
garrapata Riphicephalus sanguineuses el Unico vector de transmision. Ademds determinar el
potencial de la Doxiciclina, tanto por sus caracteristicas como antibidtico, también por sus efectos
no antimicrobianos, en lo relativo a la modificacién de la respuesta inmune del paciente, atenuando
los efectos inmunes desencadenados por la E. canis. Teniendo precisos estos conocimientos se

podran realizar tratamientos mas oportunos y, sobre todo, una prevencion y control mas efectivo.



IL. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 EHRLICHIOSIS CANINA
2.1.1 Historia

Las ehrlichiosis son un grupo de enfermedades de transmisién vectorial causadas por
bacterias gram negativas que pueden afectar tanto a animales domésticos y salvajes como al

hombre (Cohn, 2003).

Es causada por un grupo de microorganismos gram negativos intracelulares obligatorios y
pleomorficos, que parasitan las células sanguineas circulantes de hospedadores mamiferos
susceptibles, incluido el hombre (Rikihisa, 1991). Se presenta en forma intracitoplasmatica en

grupos de organismos llamados mérula (Dumleret al., 2001).

En un principio la etiologia de este proceso creé confusién, por lo que recibié diversos
nombres, como ricketsiosis canina, fiebre hemorragica canina, enfermedad del perro rastreador,
tifus de la garrapata canina, desorden hemorrdgico de Nairobi, entre los que el mds aceptado fue el
de “pancitopenia tropical canina”, siendo estos nombres que representan diferentes aspectos de una
misma enfermedad (Waner y Harrus, 2000). Aunque finalmente se confirmé que el agente causal de
aquella patologia era E. canis (Huxsoll et al,, 1969). A finales de los afios 80 se produjo un
nuevo repunte en la importancia que se daba a esta enfermedad debido a la descripcién de la
infeccién por E. canis en el hombre, aunque posteriormente se determind que aquellos casos en
medicina humana estaban causados por otra especie ehrlichial, E. chaffeensis (Maeda et al., 1987,

Dawson et al., 1991; Neer & Harrus, 2006).

La Ehrlichia canis fue identificada por primera vez en 1935 en el Instituto Pasteur de
Argelia por Donatien y Lestoquard, quienes observaron unos pequeflos microorganismos en el

interior de los monocitos de perros infestados por garrapatas que habian desarrollado un cuadro



patolégico caracterizado por la aparicién de fiebre y anemia. En un principio el agente causal de
esta enfermedad se denominé Rickettsia canis, aunque estudios posteriores llevaron a sustituir este
nombre por el actual de E. canis (Moshkovskii, 1945). Fue a partir de los afios sesenta cuando se
comenz6é a dar una mayor importancia a la enfermedad, debido a la aparicién de un proceso
patolégico agudo en perros militares britdnicos y americanos destacados en Singapur y Vietnam,
respectivamente, que se caracterizaba por manifestaciones hemorragicas graves, pancitopenia y
emaciaciéon y que causd la muerte de un elevado nimero de animales afectados (Huxsoll et al.,

1970).

En 1971 se describié una ehrlichia granulocitica en perros que afios mds tarde se denomind
E. ewingii. Pocos afios después se describié un organismo similar a E. canis, que parasitaba

plaquetas de perros y se denomind E. platys (Lopez et al., 1999) (Fig. N° 1).

cultivado, se aprecian numerosos cuerpos elementales (EB) con una membrana
plasmatica distinta (PM), y paredes celulares externas onduladas (CW). La
presencia de estructuras en forma de mancuernas nos indica una division
incipiente de la E. canis. También se observa la membrana de la vacuola
(Hildebrandt P. et al , 1973). A la derecha se muestra la salida de E. canis de
una morula a través de la ruptura de su membrana. Se observan las formas
irregulares del microorganismo. (Popov, V. et al.,1998). Las imagenes fueron
coloreados solo con fines didacticos.




2.1.2. Clasificacion Taxonomica

En 2001 Dumler y colaboradores llevaron a cabo una reorganizacion de los géneros
Anaplasma, Ehrlichia, Cowdria, Neorickettsia y Wolbachia, que previamente habian sido
clasificados en base a sus caracteristicas morfoldgicas, ecoldgicas, epidemioldgicas y clinicas. En
la nueva clasificacién taxondmica se emplearon andlisis genéticos basados en la similitud del RNA
ribosémico, del groESL heat shock operon y de genes que codifican proteinas de superficie,
quedando finalmente la familia Anaplasmataceae dividida en tres genogrupos o géneros: Ehrlichia,
Anaplasma y Neorickettsia (Dumler et al.,2001), cuyos miembros producen, por lo general, una
elevada reaccion antigénica cruzada entre especies de un mismo genogrupo (Cohn, 2003). Por lo
tanto, taxondmicamente, estas especies quedarian clasificadas dentro del Reino bacteris, filum
Proteobacterias, orden Rickettsiales, familia Anaplasmataceae (Dumler et al.,2001) y las diferentes
especies quedarian incluidas en los géneros descritos de la siguiente forma: El género Ehrlichia
incluye las especies E. canis, E. ewingii, E. chaffeensis, E. ruminantium y E. muris.; El género
Anaplasma incluye a A. phagocytophilum, A.platys, A. bovis y A. marginale.; El género

Neorickettsia incluye a N. risticii, N. sennetsu 'y N. helmintoeca (Fig. N° 2).

Figura N°2. Taxonomia actual de |a Ehrlichia canis Basado en Dumler et al. 2001




2.1.3. Distribucion

Estos agentes bacterianos requieren para su transmisién de la participacién de vectores:
garrapatas en el caso de Ehrlichia spp. yAnaplasma spp. (Groves et al., 1975; Cohn 2003; Neer &
Harrus 2006) y tremétodos en el caso de Neorickettsia spp. (Philip et al., 1954; Neer & Harrus
2006). Esta transmision vectorial hace que la prevalencia de la infeccién por cada agente dependa

de la distribucidén geografica de su vector (Hinrichsen et al., 2001).

La distribuciéon de la Ehrlichiosis canina estd relacionada con la distribucién del vector
Rhipicephalus sanguineus y se ha descrito su ocurrencia en cuatro continentes incluyendo Asia,

Africa, Europa y América (Waner et al., 2000; Baneth, 2006).

En América existe evidencia seroldgica en: Costa Rica, Estados Unidos de América
(EEUU), Chile y México (Meneses, 1995; Murphy et al., 1998; Lopez et al.,, 1999; Rodriguez-
Vivas et al., 2005); en Perta (Chavera et al., 1982), Cuba (Ledn et al., 2008), Nicaragua (Rivas V.
et al., 2010), Venezuela ( Quijada J. et al.,2012), Colombia (Carrillo L., et al.,2012), Argentina
(Eiras et al., 2013),y evidencia molecular en: Costa Rica, Venezuela, EEUU, Brasil y México
(Pérez et al.,1996; Breitschwerdt et al,1998; Dagnone et al, 2003; Hori-Oshima et al., 2006;
Romero et al., 2011), también en Chile(Lépez J. et al., 2012).Habiéndose detectado en Venezuela

como agente infeccioso de humanos (Pérez et al., 1996; Pérez et al., 2006).

Existen varios estudios sobre E. canis en el continente sudamericano. En Mina Gerais,

Brasil, se ha reportado un 16,00% de ehrlichiosis canina (Moreira et al., 2002).

En el afio 1998 fue diagnosticada por primera vez la ehrlichiosis canina en Santiago de
Chile, en perros provenientes de la comuna de Puente Alto, al sur de Santiago. Desde ese afio y
hasta la fecha se ha ido incrementando el nimero de casos en toda la regién Metropolitana,
constituyéndose en una enfermedad cada vez mas comin, en los meses de primavera y verano

(Lépez et al., 1999).

En el estado Zulia, Venezuela, se reporta un 83,60% de caninos positivos en frotis
sanguineos coloreados (Arraga, 1992). El aflo1996 en Venezuela se reporta el primer caso de
ehrlichiosis humana en Maracaibo (estado Zulia), en una nifia de 17 meses de edad, quien

presentaba complicaciones pulmonares, hepdticas, esplénicas, renales y hematoldgicas incluyendo



pancitopenia y coagulacién intravascular diseminada (CID), el diagndstico inicial fue realizado

usando frotis de capa blanca (Arraga et al., 1996).

En un estudio realizado con perros de clinicas veterinarias y perros callejeros de Caracas,
hallaron ehrlichias en el citoplasma de las plaquetas, en el 33,00% de los perros de las clinicas y en
el 65,00% de los perros callejeros,(Tami et al.,1996),en un estudio, en el municipio Marifio del
estado Nueva Esparta, para evaluar la incidencia de ehrlichiosis en caninos mediante frotis en capa
blanca, sefiala que el porcentaje de incidencia fue de 60,50%, representado por 23 casos positivos

de las 38 muestras analizadas (Fermin, 2005).
2.1.3.1 Distribucion en el Perii

En Lima Perd, se encontr6 el 16,50% de perros positivos a ehrlichiosis en los distritos de
Chorrillos, La Molina y San Juan de Miraflores, que constituye una cifra inicial de la situacién de

la ehrlichiosis canina en nuestro pais (Adrianzén et al., 2003).

También en Lima se reportaron caninos seropositivos en los siguientes distritos: Santa

Anita, Callao, San Juan de Miraflores, San Juan de Lurigancho, Comas, San Martin de Porras,

. CALLAO
» 1 3. Ventanila 4. Callao
-_e 5. La Punta 6. Camen de la Legua Reynoso
e —» 7. Bellavista B. La Perla
NUEWVA LIMA NORTE
1. Ancon 2. Santa Rosa
9. Carabayllo 10.Puente Piedra
11.San Martin de Pormes 12 Los Olivoz

13.Comas

LIMA TRADICIONAL
16.Lima

18_Rimac

21_Pueblo Libre

24 Lince

27.5an lsidro

289 Surguillo

31.5an Borja
33.Chorrillos (antiguo)

NUEVA LIMA ESTE

15.5an Juan de Lurigancho
26.5an Luis

35.Ate

38.Chaclacayo

NUEWVA LIMA SUR
33.Chorrillos

41_5an Juan de Miraflores
43 Villa el Salvador

45 Punta Hermosa

4T San Bartolo

14 Independencia

17 Brefia

20.5an Miguel

22 Jess Maria
25.La Victoria

28 Miraflores
30.Barranco

32 Santiago de Surco
36 La Molina

19_El Agustino
34 .Santa Anita
37 Lurigancho
39.Cieneguilla

40.Pachacamac
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Figura N°3. Distritios de Lima en los que se identificaron perros con Elrfichia canis
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Chorrillos, la Molina y San Bartolo (Barrios A., 2013).

Ademads se cuentan con los datos de una poblacién canina positivos a ehrlichiosis canina,
provenientes de distintos distritos de Lima, los cuales son: Ate, Santiago de Surco, San Juan de
Lurigancho, Chaclacayo, Lurin, El Agustino, Santa Anita, Lima Cercado, Villa el Salvador, Callao,
La Victoria, San Luis, Villa Maria del triunfo, Surquillo, LLa Molina, San Juan de Miraflores, San

Borja, Ancén, Los Olivos y Puente Piedra (Contreras et al., 2006) (Fig. N° 3).

2.1.4. Ehrlichiosis Monocitica Canina (EMC)

Generalmente se refiere a la enfermedad causada por E. canis como ehrlichiosis monocitica
canina (EMC), debido a su tropismo por las células monociticas, aunque a lo largo de la historia ha
recibido numerosas denominaciones, como tifus canino, fiebre hemorrdgica canina, sindrome
hemorrdgico idiopético, rickettsiosis canina, enfermedad del perro rastreador o pancitopenia

tropical canina (Woody & Hoskins, 1991).

E. canis puede infectar, ademds del perro, a otras especies animales, especialmente
miembros de la familia Canidae, como coyotes, lobos, zorros y chacales (Stiles, 2000), antes se ha
sugerido que E. canis u otra especie estrechamente relacionada podria ser capaz de infectar al gato
e, incluso, al hombre (Pérez et al., 1996; Breitschwerdt et al., 2002; Pérez et al., 2006; Aguirre et
al., 2009; Ayllén et al., 2009). Ahora se ha demostrado en un estudio en Espafia que el 9.9% fueron
seropositivos a E. canis (Ayllén, T., 2010) y también en nuestro pais se encontré seropositividad
del 23.33% en personas que realizan actividades veterinarias y/o estuvieron en contacto con

animales que sufrieron ehrlichiosis canina (Paulino, A., 2011).

La enfermedad afecta a animales de cualquier edad, desde 2 meses hasta los 14 afios (Codner

y Farris-Smith, 1986).

El vector de esta bacteria gramnegativa es la garrapata Rhipicephalus sanguineus,
probablemente la garrapata mis ampliamente distribuida en el mundo (Groves et al.,1975),aunque
experimentalmente también Dermacentor variabilis puede transmitir a E. canis (Johnson et al.,
1998).El R. sanguineus se infecta al ingerir sangre de un animal infectado, de forma més probable
durante las primeras 2-3 semanas de la infeccion, ya que en este periodo existe un mayor nimero de

leucocitos con E. canis en la sangre circulante (Woody& Hoskins, 1991).



Las E. canis llegan al epitelio intestinal y penetran en la cavidad corporal de la garrapata (el
hemocele) acompafiados del agua y de los iones en exceso que son aprovechados por las gldndulas

salivares para formar la saliva que serd de nuevo inoculada, en ese o en otro hospedador, permitiendo

la transmision de los agentes infecciosos ingeridos con su comida. (Tatchell, 1967; Sauer et al.,

1986; Cupp, 1991)(Figura N° 4).

HEMOCELE,

PRIMERAS 2 - 3 SEMANAS DE LA INFECCION

Figura N°4. Circulacion de la E. canis en el Rhipicephallus sanguineus.

El modo de transmisién es transestadial, pero no transovérico, y se ha observado que la
garrapata puede transmitir la infeccién al perro susceptible hasta 155 dias después de haber

ingerido al agente (Lewis et al., 1977).
2.1.5. Patogenia de la EMC

La infeccion natural en el perro se produce cuando la garrapata infectada se alimenta,
ingiriendo la sangre y, a la vez, contaminando con sus secreciones salivares el punto donde se ha

fijado. También se ha descrito la posibilidad de una transmisiényatrogénica mediante transfusiones

sanguineas procedentes de perros con EMC (Neer &Harrus, 2006) (Fig. N° 5).

10



\x TRANSMISION DE EHRLICHIOSIS I
X
FAMILIA CANIDAE I_

ANIMAL CON EHRLICHIOSIS

ADQUIEREN ENFERMEDADES COMO
| LARVAS, NINFAS 0 ADULTAS I

INFECCION DE
LARVAS. NINFAS
0 ADULTAS

ANIMAL SUSCEPTIBLE

TRANSFUSIONES
SANGUINEAS

DESARROLLO DE LA ENFERMEDAD I

Figura N° 5. Transmision de la Ehrichiosis caninas.

Posteriormente, E. canis se replica en las células mononucleares de nddulos linfaticos,
higado, bazo y médula 6sea (Reardon & Pierce, 1981a), en los que penetra porendocitosis mediada

por receptores proteicos de la superficie celular (Messick & Rikihisa, 1993).

En el interior de su célula diana, estos microorganismos inicialmente se desarrollan en
forma de lo que se denominan “cuerpos elementales”, con un didmetro de 0,5-0,9 um (Nyindo et

al., 1971).

Dichos cuerpos elementales aumentan de tamafio, se replican por fisién binaria y se
agrupan, pasando a ser los denominados ‘“cuerpos iniciales”, de 1,4-2um de didmetro, que
contindan replicindose y agrupdndose y, por tanto, aumentando de tamafio, para dar lugar a las
“morulas”, colonias bacterianas rodeadas por una membrana vacuolar, que poseen un didmetro
mayor a 2 pm y que son denominadas asi por su forma tipica (Nyindo et al., 1971). Los
microorganismos se liberan de la célula hospedadora por lisis celular y exocitosis (Rikihisa, 1991).
Las morulas contienen 100 o mas cuerpos de Ehrlichia canis (Waner et al., 2000; Baneth 2006)

(Fig. N° 6).
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Figura N°6. Ingreso y liberacién de la E. canis en
un monocito

2.1.6. CUADRO CLINICO DE LA EMC

Una gran variedad de factores, incluso el tamafio del indculo de E. canis, pueden influir en el
curso y el resultado de la infeccién. La gravedad de la enfermedad es mayor con ciertas cepas del
organismo. Un andlisis de inmunotransferencia de respuesta de IgG a E. canis ha mostrado que
puede existir diversidad antigénica entre organismos de E. canis de distintas partes del mundo y ha

sugerido que este hecho puede afectar la gravedad de la enfermedad. (Neer, 1995).

La enfermedad concomitante con otros parasitos transmitidos por garrapatas u otros
patégenos puede afectar también la gravedad y las manifestaciones de la enfermedad. Es posible
que los animales inmunodeficientes desarrollen manifestaciones mas graves y es mds probable que
muestren gran cantidad de moérulas circulantes. No existe predileccion de edad ni sexo en EMC; sin
embargo, parece que los Pastores alemanes son mads susceptibles que otras razas. Es mads, la
enfermedad en esta raza es mds grave y presenta un prondstico mds débil que en otras. Puede
atribuirse a la variaciéon de susceptibilidad de la raza a diferencias raciales en la habilidad para
desarrollar respuestas inmunes humorales o celulares adecuadas, o ambas. Se observa depresion de
la respuesta inmune celular a la infeccién por E. canis en Pastores alemanes comparados con Beagle,
mientras que no se registraron diferencias significativas en la respuesta inmune humoral entre las dos

razas. (Nyindo, ef al., 1991).
El periodo de incubacion de la EMC puede variar en la infeccidn natural entre 8 y20 dias

(Hibler et al., 1986), tras el que se describen cldsicamente tres fases de la enfermedad: aguda,

subclinica y crénica. Estas fases han sido descritas en las infecciones experimentales y, sin
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embargo, en la infeccién natural no son ficilmente distinguibles entre si (Woody & Hoskins,

1991).

2.1.6.1. FASE AGUDA DE LA EMC

Después de la entrada y replicacién en el interior de las células monociticas de E. canis se
produce la fase aguda de la enfermedad, que consiste en la multiplicacién y diseminacién por la
circulaciéon sanguinea o linfitica de las bacterias y que habitualmente dura entre dos y cuatro
semanas (Huxsoll et al.,1970; Hibler et al.,1986).Esta diseminacién de E. canis por el organismo le
permite distribuirse por aquellos 6rganos que presentan una poblacién numerosa de fagocitos
mononucleares, como son el higado, bazo y ndédulos linfaticos, lo que da como resultado el
desarrollo de una hiperplasia linforreticular y el consiguiente aumento de tamafio de estos érganos

(Reardon & Pierce, 1981a).

Pero ademds de afectar a higado, bazo y nddulos linfaticos, E. canis se disemina por otros
organos, produciendo vasculitis e inflamacion perivascular en pulmoén, rifion y meninges y es
posible que se desarrolle una coagulacién intravascular diseminada (Reardon & Pierce, 1981a,

Hibler et al., 1986).

Incubacion 8 - 20 dias
Multiplicacién en Monocitos y distribucién en tejidos

FASE AGUDA

Diseminacion: Circulatoria sanguinea y Linfatica
|
Higado Hiperplasia
Multiplicacion ~ Bazo Linforreticular
Nédulos linfaticos
I

Vasculitis e inflamacién perivascular SIGFF:;SE
Pulmén erdi
- Pérdida de peso
Rifion CID Anorexia P
Meninges Vomitos

LEPTOSPIROSIS, BABESIOSIS, ANEMIAS DEFICITARIAS

Figura N°7. Fase Aguda de la Ehrlichiosis canina, y signos
clinicos mas frecuentes

Los signos clinicos observados durante esta fase son inespecificos (Harrus et al., 1999), y

es probable confundirlos con otras infecciones (leptospirosis, babesiosis y anemias deficitarias),
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encontrandose frecuentemente fiebre, pérdida de peso, apatia, anorexia y vomitos ( Parnell, 2004),
ademds de secreciéon Oculo-nasal, palidez de mucosas y, en ocasiones, linfadenomegalia,
esplenomegalia y edema en extremidades o escroto (Huxsoll et al.,, 1970; Woody & Hoskins, 1991;
Sainz, 1996; Neer & Harrus, 2006). También pueden presentarse signos hemorrigicos, aunque

éstos son mas frecuentes en la fase cronica de la enfermedad (Neer & Harrus, 2006) (Fig. N° 7).

En ocasiones pueden presentarse durante esta fase signos oculares, como conjuntivitis,
opacidad corneal, uveitis anterior, panuveitis, hipema, hemorragias retinianas, desprendimiento de
retina o glaucoma (Harrus et al,1998a; Walser-Reinhardt et al, 2012). Los trastornos
hemorragicos, tanto sistémicos como oculares que pueden aparecer en perros con ehrlichiosis, son
debidos a la trombocitopenia (Breitschwerdt, 1987; Troy y Forrester, 1990;Kern, 1994; Nelson y
Couto, 1995), sin embargo, se han descrito también hemorragias oculares con valores de plaquetas
relativamente normales. Esto puede ser debido a una disfuncién plaquetaria por la aparicién en el
suero de anticuerpos antiplaquetas que se unen a los receptores glicoproteicos plaquetarios (Harrus
et al., 1998c); asimismo, se ha observado que los linfocitos de perros infectados con E. canis
producen un factor inhibidor de la migracién de plaquetas, distinto del anticuerpo antiplaquetario,

que contribuye a la trombocitopatia (Kakoma et al., 1978).

Se ha demostrado que este factor inhibe la formacién de pseudépodos por las plaquetas y
torna a las afectadas redondas, agrupadas y permeables. Ademds la hiperglobulinemia tiene un
efecto inhibidor de la migracién y adherencia de plaquetas circulantes (Greene, 1997).

También pueden aparecer signos respiratorios, entre los que destacan disnea, exudado
oculonasal y aumento de la intensidad de los sonidos respiratorios, que pueden deberse al

desarrollo de una neumonfa intersticial (Codner et al., 1985) (Figura 8).

TAMBIEN SE OBSERVAN LOS SIGUIENTES SIGNOS:

Secresion oculonasal

Palidez de mucosas Neumeania Intersticial
Aveces: Disnea

Linfadenomegalia Exudado oculonasal

Esplenomegalia Aumento sonidos respiratorios

Edema extremidades y escroto

Trombocitopenia

Signos clinicos HipEa

Hemarragias retinianas

Conjuntivitis i ;
Opacidad corneal g?:lﬁaégnmd;memo de retina
Panuveitis

Figura N°8. Fase Aguda de la Ehrlichiosis canina, y signos
clinicos mas frecuentes
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2.1.6.2. FASE SUBCLINICA DE LA EMC

En la mayoria de los animales, la fase aguda se resuelve espontidneamente, progresando la
enfermedad a la fase subclinica (Codner & Farris-Smith, 1986) e, incluso, se ha descrito que
algunos perros son capaces de eliminar E. canis gracias al desarrollo de una respuesta inmunitaria
adecuada (Eddlestone et al., 2007).Durante la fase subclinica el perro tnicamente muestra

alteraciones biopatoldgicas,entre las que destacan, la trombocitopenia e hiperglobulinemia (Fig.

N°9).

La enfermedad se resuelve espontaneamente
en la mayoria de animales

FASE SUBCLINICA

Duracion de 40 - 120 dias hasta 5 afios
I |

- Subclinica
Recuperacion Sin Signos

Clinicos
I
1. Trombocitopenia

Alteraciones

Blopatologicas 5 iperglobulinemia

Figura N° 9. Fase Subclinica de la Ehrlichiosis canina.

Los resultados de infecciones experimentales indican que es mds probable que el bazo aloje
organismos de E. canis durante la fase subclinica de EMC y que sea el dltimo 6rgano antes de
eliminarlo. Se cree que el bazo cumple un papel importante en la patogénesis y la expresion de la
enfermedad. Los perros a los que se les realizd esplenectomia y fueron infectados de forma
experimental con E. canis mostraron enfermedad clinica leve en comparacién con perros sin

esplenectomia(Harrus, et al., 1998c) (Figura N° 10).

Clinicamente el animal parece sano, desapareciendo la fiebre y demds sintomatologia
observada en la fase anterior y recuperando el peso perdido (Woody & Hoskins, 1991). La
duracién de esta fase puede ser muy variable; asi, se ha descrito en infecciones experimentales una
duracion de entre 40 y 120 dias para esta fase (Woody &Hoskins, 1991), mientras que en la

infeccion natural puede durar hasta 5 afios (Codner &Farris-Smith, 1986).
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Figura N° 10. Es mas probable que el bazo aloje organismos de E.canis durante la fase
subclinica de EMC y que sea el ultimo 6rgano antes de eliminarlo. Se cree que el bazo
cumple un papel importante en la patogénesis y la expresion de la enfermedad.

2.1.6.3. FASE CRONICA DE LA EMC

No se conocen con exactitud los factores que pueden influir en la progresién de la
enfermedad hacia la fase crénica y parece que aquellos animales que son capaces de desarrollar una
respuesta inmunitaria adecuada pueden eliminar el agente (Woody & Hoskins, 1991; Neer &

Harrus, 2006).

Es muy frecuente que la EMC se diagnostique durante la fase crénica de la enfermedad
(Cohn, 2003). Algunos autores consideran que es mas apropiado diferencia runa fase crénica leve y
una fase crénica grave (Woody & Hoskins, 1991). La gravedad de esta fase dependerd de varios
factores, como la virulencia de la cepa de E. canis, el estado inmunitario del perro, su edad, su raza,
la existencia de enfermedades concurrentes o el estrés (Nyindo et al., 1980, Woody & Hoskins,
1991). De nuevo en esta fase podemos encontrar signos clinicos inespecificos, similares a los
descritos durante la fase aguda, entre los que destacan la aparicion de letargia, anorexia y pérdida
de peso. En la exploracién fisica con frecuencia encontraremoslinfadenomegalia, fiebre, palidez de

mucosas y esplenomegalia (Harrus et al., 1997, Mylonakis et al., 2004).
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El animal puede eliminar la Ehriichia canis o
progresa a la forma crénica

FASE CRONICA

| La gravedad de esta fase depende de:

Virulencia de la cepa
Estado inmune del perro
Edad

Raza
Enfermedades concurrentes
Estrés

FASE CRONICA LEVE:

Signos clinicos inespecificos
Letargia
Anorexia
Pérdida de peso

Exploracién fisica
Fiebre Esplenomegalia
Linfadenomegalia
Palidez de mucosas

Signos Hemorragicos
Epistaxis 4,
pema
Melena  Hemorragias retina

Petequias ;
Equimosis Hematuria

Alteraciones Oftalmologicas
Uveitis anterior

Hemorragias peripapilares

Signos Neuroldgicos
Ataxia
Déficit en la propiocepcién
Paraparesia
Nistagmo

Signos Locomotores
Hemartrosis o Depdsitos
de Inmunocomplejos
Polimiositis
Poliartritis

Signos Respiratorios

E:::udado nasal Neumonia
Disnea Intersticial
Tos

Signos Reproductivos
Esterilidad
Muerte Neonatal
Abortos

Figura N°11. Fase Cronica de la Ehrlichiosis canina, y signos clinicos
mas frecuentes

Asimismo, es frecuente el hallazgo de signos hemorragicos, como epistaxis, melena,
petequias y/o equimosis, hipema, hemorragias retinianas y hematuria (Harrus et al., 1997, Frank &

Breitschwerdt, 1999; Mylonakis et al., 2004).

En ocasiones pueden observarse alteraciones oftalmolégicas, principalmente uveitis
anterior y diferentes cambios retinianos, que pueden conducir, incluso, a la ceguera del animal
(Frank & Breitschwerdt, 1999, Neer & Harrus, 2006). Probablemente debido a hemorragias,
vasculitis o infiltracién plasmocitaria perivascular en las meninges (Hibler et al., 1986). Pueden
aparecer signos neuroldgicos, como ataxia, paraparesia, déficit en la propiocepcién o nistagmo
(Woody & Hoskins, 1991, Frank & Breitschwerdt, 1999). Algunos perros con EMC pueden

presentar signos locomotores debidos a polimiositis o poliartritis, cuya causa puede ser el
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desarrollo de hemartrosis o el depdsito de inmunocomplejos. Sin embargo, la apariciéon de esta
sintomatologia se asocia en la mayoria de los casos con especies granulocitotropicas, como FE.

ewingii o A. phagocytophilum (Cowell et al., 1988, Neer & Harrus, 2006).

Ademads, se ha descrito la posibilidad de aparicién de signos respiratorios, con exudado
nasal, disnea y tos, como consecuencia de una neumonia intersticial (Reardon & Pierce, 1981a), y
signos reproductivos, con esterilidad, muerte neonatal y abortos (Woody & Hoskins, 1991) (Fig.N°

11).

En la fase crénica grave de la EMC pueden aparecer signos clinicos asociados con el
desarrollo de glomerulonefritis y/o hipoplasia o aplasia de médula dsea, que se asocian con un mal

pronéstico de la enfermedad (Frank & Breitschwerdt, 1999; Cohn, 2003) (Fig.N° 12).

FASE CRONICA GRAVE

Signos clinicos asociados con: Glomerulonefritis
Aplasia médula 6sea
Hipoplasia médula ésea

Figura N°12. Fase Cronica grave de la Ehrlichiosis canina, y signos clinicos
mas frecuentes

En las infecciones naturales por E. canis el hecho de que la sintomatologia pueda ser
similar en la fase aguda y en la fase crénica hace que no siempre sea posible diferenciarlas

clinicamente (Fig.N° 13 y Fig. N° 14).

0 Semanas 73% TRANSMISION DE EHRLICHIOSIS
} |
S | DISEMINACION A TRAVES DE MONOCITOS |
AGUDA -
COAGULACION INTRAVASCULAR
2-4 o iviea | l Destruccidn eritrocitos y plaquetas l

9-60

Reaccidn médula dsea
Sistema inmunitario

CRONICA LEVE

I_ RECUPERACION I____.—— TRATAMIENTO

Figura N°13. Resumen Patogenia Ehrlichiosis canina
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SIGNOS CLINICOS EHRLICHIOSIS CANINA

[ FASE AGUDA '

Conjuntivitis

[ FASE CRONICA |

~ Polidipsia Hemorragia gingival

Figura N° 14 Signos clinicos mas representativos de la Ehrlichiosis canina

2.1.7. HALLAZGOS DE LABORATORIO EN LA EMC

Como se ha comentado, la infeccién por E. canis en el perro puede cursar con una
sintomatologia muy poco especifica o, incluso, hacer que los animales permanezcan asintomaticos
durante largos periodos de tiempo, por lo que no es infrecuente que sean los hallazgos de la

analitica sanguinea los que nos hagan sospechar de esta enfermedad.
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Entre los cambios en la hematologia que con mayor frecuencia se describen en la EMC
destaca la trombocitopenia, que puede aparecer tan pronto como a los 15-20 dias tras la infeccion y
que puede mantenerse durante todas las fases de la enfermedad (Huxsoll et al., 1970; Woody &
Hoskins, 1991; Harrus et al., 1997; Frank & Breitschwerdt, 1999; Mylonakis et al., 2004; Neer &
Harrus, 2006).

Sin embargo, es importante destacar que es posible encontrar animales con recuentos
plaquetarios normales, por lo que no debe descartarse la ehrlichiosis por la ausencia de
trombocitopenia (Neer & Harrus, 2006). Ademéas de un descenso en el niimero de plaquetas, pueden
aparecer desérdenes de la funcionalidad plaquetaria, principalmente debidas a alteraciones de la

agregacién y migracion en sangre (Kakoma et al., 1978).

También es frecuente observar en el curso de la EMC la existencia de anemia (Harrus et al.,
1997; Frank & Breitschwerdt, 1999), que puede ser mas o menos intensa y que en la fase aguda de
la enfermedad suele ser regenerativa debido al aumento de la destruccion de hematies por

mecanismos inmunoldgicos (Reardon & Pierce, 1981a).

En la fase crénica de la EMC la anemia observada es no regenerativa, debido a la
destruccién continuada de eritrocitos, a la pérdida crénica de sangre y a la existencia de una

hipoplasia o aplasia de médula 6sea (Woody & Hoskins, 1991).

La infeccién por E. canis puede producir tanto leucopenia como leucocitosis, aunque ésta
dltima es menos frecuente. Se ha sugerido que en las fases iniciales el secuestro leucocitario por
procesos inmunolégicos puede dar lugar a la aparicién de leucopenia (Reardon & Pierce, 1981a),
mientras que en la fase crénica podria deberse a la aplasia medular mencionada (Neer & Harrus,

2006).

Dentro de la serie blanca pueden encontrarse diferentes alteraciones, como neutropenia,
linfocitosis o linfopenia y monocitosis, aunque estos hallazgos pueden ser muy variables
(Mylonakis et al., 2004).La hiperproteinemia por hiperglobulinemia parece ser el hallazgo més
frecuente en la bioquimica sanguinea en los perros con EMC (Harrus et al., 1997b; Frank

&Breitschwerdt, 1999; Neer et al., 2002; Mylonakis et al., 2004; Harrus & Waner, 2010).
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Esta hiperglobulinemia suele deberse a una gammapatia policlonal, pero también se ha
descrito la presentacion de gammapatias monoclonales (Breitschwerdt et al., 1987, Neer et al.,
2002).A menudo se asocia esta hiperglobulinemia con la presencia de hipoalbuminemia, que puede
deberse, entre otros, a la existencia de proteinuria, pérdida de peso, malnutricién, hepatopatia o a

un intento de compensacion de la hiperproteinemia (Hibler et al., 1986; Woody & Hoskins 1991).

Quimica sanguinea Hemograma Analisis de orina
— — —

Alto——

BUN
creatinina
glucosa

bilirrubina directa

CCICICICICIC 000010 ] Bajo
OEEEEEEIEEC]E] Nomal

|:||:| [ plaquetas

Pruebas Especiales

* Las radiografias y ecografias muestran aumento de tamafio
de higado y bazo.

* La relacién proteinalcreatinina > 1 indica pérdida de
proteinas por glomerulonefritis.

* Una titulacion de AF indirecos > 1/10 tiene valor diagndstico
* Examen citologico del estrato leucocitanio o de la sangre
recogida de la vena de borde de |a oreja para el aislamiento
de microorganismes en el intenor de monocitos.

* El examen citolégico de la médula 6sea muestra

pancitponeia.
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Figura N°15.. Perfil analitico de la ehrlichiosis canina.
Adaptado de Sodikoff C_, 1996
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También se han descrito en la bioquimica sanguinea elevaciones de algunas enzimas
hepéticas (Harrus et al., 1997; Mylonakis et al., 2004), asi como de la creatinina. Este aumento de
la creatinina podria tener un origen prerrenal (por deshidratacién) o renal (por glomerulonefritis o

plasmocitosis intersticial renal) (Breitschwerdt et al., 1987) (Fig. N° 15).

2.1.8. DIAGNOSTICO DE LA EMC

Los signos clinicos y las alteraciones analiticas observadas pueden sugerir la existencia de
una EMC, pero, debido a la inespecificidad mencionada, no son concluyentes, por lo que es
necesario recurrir a pruebas analiticas especificas que determinen de forma directa o indirecta la

infeccién por E. canis.

2.1.8.1. METODOS DIRECTOS DE DIAGNOSTICO DE LA EMC

Los métodos directos de diagndstico de EMC se basan en la deteccién u observacién del
agente etioldgico a partir de muestras obtenidas del animal sospechoso. La observacién de moérulas
de Ehrlichia spp. en el interior de los leucocitos a partir de frotis sanguineos o aspirados de tejidos
(como bazo, médula 6sea, pulmon, liquido cefalorraquideo, liquido sinovial o nédulo linfatico)
permite un diagnéstico definitivo de la enfermedad (Neer & Harrus, 2006),sin embargo, y a pesar del
desarrollo de técnicas destinadas a incrementar la posibilidad de identificar moérulas a partir de
estas muestras (Huxsoll et al., 1970; Mylonakis et al., 2003), esta técnica resulta muy poco
sensible, ya que las mdrulas aparecen con mayor frecuencia en la fase aguda de la enfermedad y de
forma transitoria, gracias a la presencia de un mayor nimero de leucocitos infectados en la sangre
en esta fase (Hibler et al., 1986; Woody & Hoskins, 1991). Se ha estimado que sélo se observan
moérulas en un 4% de los frotis (Woody & Hoskins, 1991). A esto hay que afiadir el hecho de que es
necesario personal entrenado y calificado para la deteccion de las morulas sin confundirlas con

artefactos, tinciones mal realizadas u otras inclusiones (Mylonakis et al., 2003).

Otro posible método de diagndstico directo de la infeccion por E. canis seria el cultivo de
este agente a partir de muestras del animal sospechoso en lineas celulares susceptibles de ser
infectadas por este agente, como la linea celular macrofdgica caninaDHS82. Sin embargo, este método
es laborioso y requiere mucho tiempo, por lo que queda practicamente relegado a labores de
investigacién (Harrus & Waner, 2010).Las técnicas moleculares, como la reaccién en cadena de la
polimerasa o PCR y la posterior secuenciacién del material amplificado, son métodos sensibles y

especificos parala deteccion y caracterizacion de estas infecciones (Harrus & Waner, 2010). Se ha
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descrito la deteccion de DNA de E. canis a los 4-10 dias post-infeccion (Igbal & Rikihisa, 1994b),
en ocasiones antes de que se puedan detectar anticuerpos en sangre. Esta técnica puede ayudar,
ademds, a confirmar la eliminacién del microorganismo tras el tratamiento, ya que detecta el ADN
del mismo y, por tanto, la existencia de infeccién activa. Esto permite diferenciar entre aquellos
perros que han sido tratados pero permanecen infectados de aquellos que tras el tratamiento han

eliminado a E. canis pero mantienen titulos de anticuerpos elevados (Harrus et al., 1998b).

Sin embargo, esta técnica posee algunos inconvenientes que deben ser tenidos encuentra a
la hora de su empleo como método de diagndstico, entre los que se encuentran su elevado costo, la
falta de estandarizacién entre laboratorios o la apariciéon de resultados falsos positivos o falsos
negativos. Esto hace que sea recomendable emplear la reaccién en cadena de polimerasa PCR

siempre en combinacién con la serologia para el diagndstico de la EMC (Neer et al., 2002).

2.1.8.2. METODOS INDIRECTOS DE DIAGNOSTICO DE LA EMC

Una alternativa a los métodos diagndsticos que permiten una deteccion directa de E. canis
son los métodos indirectos, que permiten determinar la presencia del agente infeccioso mediante la
valoracién de la respuesta inmunitaria desarrollada por el hospedador. En general, con estos
métodos indirectos se valora la respuesta inmunitaria de tipo humoral que se desencadena. De
hecho, la deteccién de los anticuerpos generados mediante técnicas seroldgicas es una de los
métodos mds cominmente empleados para el diagndstico de la EMC (Harrus & Waner, 2010),
pudiendo emplearse tanto lainmunofluorescencia indirecta (IFI) como el Enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) o el inmunoblot (Ristic et al., 1972; Waner et al., 2000b; Waner et
al., 2001; Harrus & Waner, 2010).

La IFI para la deteccion de anticuerpos IgG anti-E. canis fue desarrollada en 1972 por
Ristic y colaboradores, presenta una alta sensibilidad y especificidad y es considerada la técnica
serologica “gold - standard” o de referencia para el diagndstico de la EMC (Risticet al., 1972;
Waner et al., 2001; Neer et al., 2002; Harrus & Waner, 2010). Las IgM no se consideran un
indicador fiable de la exposicion a E. canis, debido a la elevada variabilidad de los anticuerpos IgM
en esta infeccién (McBride et al., 2003). Para realizarla, por lo general se emplean como antigeno
cultivos celulares infectados por E. canis, que se fijan aun porta especial para inmunofluorescencia
al que se enfrentardn diluciones seriadas de la muestra sérica del perro sospechoso (Ristic et al.,

1972).
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Al emplear esta técnica como método diagndstico se debe tener en cuenta que un resultado
seroldgico positivo en una muestra de un perro que vive en una zona endémica de EMC sdlo
confirma la exposicién al patégeno, pero no confirma que los sintomas observados en el animal
sean necesariamente causados por E. canis, ya que los anticuerpos pueden mantenerse elevados
incluso después de haber eliminado la infeccion o durante lafase subclinica (Neer & Harrus, 2006).
No obstante, un titulo de anticuerpos positivo junto con signos clinicos, pudiendo implicar o no,
alteraciones en las pruebas de laboratorio compatibles con EMC es considerado diagnéstico (Neer
et al., 2002). De la misma forma, un resultado negativo no siempre permite descartar la infeccién
por E. canis, ya que aquellos animales que se encuentran enuna fase muy avanzada y grave de la
enfermedad o los animales moribundos pueden ser incapaces de desarrollar anticuerpos (Waner et
al., 2001). Ademds, esta técnica permite detectar anticuerpos de forma tan temprana como a los 3
dias postinfeccién, pero muchos perros no seran seropositivos hasta 28 dias después de infectarse
(Igbal et al., 1994a; Neer & Harrus, 2006). Por lo tanto, en los casos clinicamente sospechosos de
EMC que dan un resultado serolégico negativo se recomienda repetir la prueba a las 2-3 semanas
en busca de seroconversion (Neer et al., 2002; Neer & Harrus, 2006; Harrus& Waner 2010). El
diagnéstico seroldgico de la EMC se complica por la existencia de reacciones cruzadas entre E.

canis y otras especies de la familia Anaplasmataceae (Neer & Harrus 2006; Harrus& Waner, 2010).

E. canis no presenta reaccion cruzada con A. platys, pero si con E. chaffeensis, E.
ruminatium, E. ewingii, N. helminthoeca, N. risticii y, en menor medida que con las anteriores, con
A. phagocytophilum (Waner et al., 2001; Neer et al., 2002; Neer & Harrus, 2006; Harrus & Waner
2010).

Ante un resultado seroldgico positivo se deberia valorar la posible exposiciéon a estas
especies bacterianas teniendo en cuenta el drea geografica de residencia del perro y su historial de
viajes, ya que de las especies mencionadas, solamente se ha descrito la presencia de E. canis, A.
phagocytophilum y A. Platysen Espafia (Sainz et al., 1999; Sainz et al., 2000a; Neer et al., 2002;
Neer &Harrus, 2006; Amusategui et al., 2008; Harrus & Waner, 2010).

En cualquier caso, desde un punto de vista clinico, estos agentes se comportan de modo

parecido y su abordaje clinico y terapéutico es similar.
Ademads de la IFI, se han desarrollado técnicas ELISA para el diagnéstico de la EMC que

han permitido poner al alcance de los clinicos veterinarios métodos diagndsticos que pueden

realizarse sin necesidad de equipo especial ni personal calificado (Waner et al., 2000b, Harrus &
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Waner, 2010). El1 ELISA aplicado al diagndstico de la infeccién por E. canis sirve para la
detecciéon de anticuerpos IgG frente a este agente (Waner et al., 2000b). Algunos autores
consideran que existe una baja correlaciéon entre los resultados obtenidos entre los ELISAs
comercialmente disponibles, el Western blot y la IFI a titulos de anticuerpos bajos, lo que debe ser

tenido en cuenta a la hora de su utilizacién (O'Connor et al., 2006).

El inmunoblot o Western immunoblot es una técnica serolégica mas especifica que puede
servir de ayuda a la hora de caracterizar el agente implicado en la infeccidn, sobre todo si existen
dudas derivadas de las posibles reacciones cruzadas ya descritas (Rikihisa et al., 1994; Harrus &

Waner, 2010).

2.2. TRATAMIENTO DE LA EMC

Incluye, por una parte, un tratamiento farmacolégico especifico que permita eliminar al
agente causal de la enfermedad y, por otra parte, una terapia de apoyo sintomatico que favorezca la

recuperacion del animal afectado (Neer & Harrus, 2006).

Entre los farmacos eficaces frente a estos agentes destacan las tetraciclinas, el dipropionato
de imidocarb, la amicarbacida y el cloranfenicol (Neer & Harrus, 2006). Se recomienda comenzar
el tratamiento lo més pronto posible, ya que muchas de las complicaciones o alteraciones que se
producen en el curso de la fase crénica de la EMC hacen que sea mds complicada la recuperacién

del animal (Woody & Hoskins, 1991; Mylonakis et al., 2004).

Dentro del grupo de las tetraciclinas, la tetraciclina y la oxitetraciclina fueron empleadas
para el tratamiento de las ehrlichiosis y ain se describe una buena actividad antirickettsial para
estas sustancias. Sin embargo, las tetraciclinas semisintética doxiciclina y minociclina son en la
actualidad las drogas de eleccién en el tratamiento de la EMC (Breitschwerdt et al., 1998a; Sainz et
al., 2000b; Neer et al., 2002; Neer & Harrus, 2006) debido a su mayor liposolubilidad, excelente

absorcién y una menor nefrotoxicidad.

El hecho de que posean una mayor liposolubilidad hace que su penetracion en las células
sea mayor, lo que favorece que estas sustancias sean mds eficaces en la lucha frente a E. canis,
bacteria intracelular obligada. La administracién de estas sustancias se realiza por via oral, aunque

la doxiciclina puede ser administrada también por via intravenosa.
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La duracién del tratamiento parece ser mds importante que la dosis o la frecuencia de
administracion de las tetraciclinas (Woody & Hoskins, 1991), sin embargo, por el momento no se
ha fijado una duracién del tratamiento que garantice la eliminacién completa del agente, aunque se
ha recomendado la administracién de doxiciclina a dosis de10 mg/kg cada 24 horas durante 28 dias

(Neer et al., 2002).

Tratamientos de menor duracién han resultado en algunas ocasiones insuficientes en la
eliminacién de E. canis (Igbal & Rikihisa, 1994b; Schaefer et al., 2007), mientras que el empleo de
la doxiciclina durante los 28 dias recomendados ha mostrado ser eficaz en la eliminacién de este
agente en diferentes estudios (Breitschwerdt et al., 1998b; Eddlestone et al., 2007). No obstante,
Harrus y colaboradores en 1998 describieron la persistencia de E. canis tras un tratamiento con
doxiciclina de 6 semanas de duracién en un perro que se encontraba en la fase subclinica de la

EMC (Harrus et al., 1998b).

Generalmente, después de 24-48 horas del comienzo de la administracion de doxiciclina se
observa una marcada mejoria clinica en los perros que se encontraban en la fase aguda o en la fase
crénica leve de la enfermedad (Neer &Harrus, 2006). Los principales efectos adversos de la
administracién de tetraciclinas son alteraciones gastrointestinales, pudiendo causar vomitos tras su
administracion por via oral. Asimismo estas sustancias pueden causar decoloracion de los dientes en
desarrollo y puede afectar a la funcionalidad renal y/o hepética. Sin embargo, la doxiciclina es el
miembro mds seguro de las tetraciclinas, ya que se excreta en forma de conjugado inactivo con las
heces, con lo que disminuye sus efectos negativos sobre el tracto intestinal y puede ser
administrada en animales con insuficiencia renal. Ademds, si se administra con alimento pueden

evitarse en la mayoria de los casos las nduseas y los vomitos (Riviere & Spoo, 2001).

El dipropionato de imidocarb puede ser una alternativa terapéutica eficaz en el tratamiento
de la EMC. Su administracién se lleva a cabo por via intramuscular o subcutinea, a dosis de 5-7

mg/kg en dos inyecciones separadas por 15 dias (Matthewmanet al., 1994; Sainz et al., 2000Db).

Se trata de un farmaco de caricter acido, por lo que puede producir dolor en el punto de
inoculacién y, en ocasiones, provoca efectos anticolinesterasacomo salivacion, disnea, taquicardia,
temblores o diarrea (Woody & Hoskins, 1991), que pueden revertirse mediante el empleo de
atropina o glicopirrolato (Cohn, 2003). Un estudio publicado en 1980 muestra un mayor efecto
terapéutico del dipropionato de imididocarb en comparacién con la tetraciclina administrada

durante dos semanas (Price & Dolan, 1980), pero estudios posteriores empleando doxiciclina y
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Dipropionato  de imidocarb de forma conjunta han mostrado que no existen diferencias
significativas en las respuestas clinicas entre los perros tratados con ambas drogas o con una sola
de ellas por separado, retrasiandose, sin embargo, la recuperacién a los valores normales de los
recuentosplaquetarios y proteinogramas en los perros a los que se les administré dipropionato de

imidocarb (Sainz et al., 2000b).

En la misma linea, recientemente se ha constatado que eldipropionato de imidocarb no es
capaz de eliminar E. canis en perros experimentalmente infectados por este agente (Eddlestone et

al., 2006).

La amicarbalida es una diamidina aromética empleada en el tratamiento de las babesiosis
que ha sido utilizada también en el tratamiento de las ehrlichiosis, aunque los estudios llevados a
cabo sobre su eficacia en estas enfermedades son escasos. Se emplea a dosis de 5-6 mg/kg, por via

intramuscular en dos inyecciones separadas por un intervalo del5 dias (Neer & Harrus, 2006).

El cloranfenicol es otro de los farmacos que pueden ser empleados en el tratamiento de la
EMC y ha sido recomendado para el tratamiento de cachorros menores de 5 meses para evitar la
decoloracion de los dientes en erupcion que causan los farmacos de la familia de las tetraciclinas

(Neer & Harrus, 2006).

Sin embargo, debido a los riesgos sobre la salud ptiblica derivados del uso del cloranfenicol
ya que posee un efecto depresor de la médula dsea, a lo que se une el hecho de que existen mejores
alternativas (principalmente, doxiciclina y dipropionato de imidocarb), este fiarmaco no suele

emplearse en la préictica clinica para el tratamiento de la EMC (Neer & Harrus, 2006).

Otra alternativa descrita para el tratamiento de la EMC la constituyen las quinolonas, que
poseen cierta actividad antirickettsial. Entre ellas, la enrofloxacina se ha visto que es eficaz en el
tratamiento de la infeccién por R. rickettsii en perros, por lo que algunos autores sugieren que
podria ser eficaz en el tratamiento de la infeccién causada por E. canis (Greene & Breitschwerdt,
2006). Sin embargo, en la infeccién experimental parece que no es capaz de eliminar a este agente

(Neer et al., 1999).
Aunque no existen estudios sobre su eficacia, se han descrito otras posibilidades en el

tratamiento de la EMC, como son: eritromicina, macrdlidos, rifampicina, penicilina

yaminoglicésidos, entre otros (Neer & Harrus, 2006).
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Como terapia de apoyo, en ocasiones puede ser necesario emplear fluidoterapia o, incluso,
llevar a cabo transfusiones de sangre completa (en casos de anemia opancitopenia) o de plasma
rico en plaquetas (en casos de trombocitopenia marcada) (Huxsoll et al., 1970; Neer & Harrus,

2006).

También se ha descrito el empleo de glucocorticoides durante 2-7 dias para atenuar los
efectos inmunomediados relacionados con la infeccidn, como son la trombocitopenia, la poliartritis,

la vasculitis y meningitis (Frank & Breitschwerdt, 1999; Neer, Harrus, 2006).

Tras el tratamiento de los perros diagnosticados de EMC que se encuentran en la fase
aguda, subclinica o crénica leve, la respuesta clinica suele ser muy buena y se evidencia a las 24-48
horas, mejorando el apetito, actividad del animal y demds sintomatologia (Frank & Breitschwerdt,
1999; Sainz et al., 2000b; Neer & Harrus, 2006), aunque en ocasiones la respuesta puede ser mas

lenta (Frank & Breitschwerdt, 1999).

La normalizacién de las alteraciones de la analitica sanguinea suele ser mds progresiva. La
resolucion de la trombocitopenia se suele producir en un periodo de 7 a 10 dias tras el inicio del
tratamiento y es recomendable monitorizar el valor plaquetario para evaluar la eficacia de la terapia
instaurada (Neer & Harrus, 2006). En cuanto a las alteraciones del proteinograma, los valores de la
albimina y de las globulinas se suelen normalizar en 3-9 meses, aunque pueden tardar hasta 12
meses en hacerlo (Neer & Harrus, 2006). El titulo de anticuerpos especificos frente a Ehrlichia spp.
disminuye progresivamente tras el tratamiento eficaz y generalmente se negativiza a los 6-9 meses
(Neer et al., 2002), aunque algunos animales, a pesar de mejorar clinicamente, mantienen titulos
elevados durante afos, lo que puede indicar la permanencia del agente en el organismo, una
produccion de anticuerpos persistente, una nueva infeccién por E. canis o, simplemente, una
respuesta inmunitaria residual indicativa de una infeccién pasada (Woody & Hoskins, 1991; Frank
& Breitschwerdt, 1999; Neer et al., 2002). Ademds, se ha observado que cuando el titulo de
anticuerpos de partida al comenzar el tratamiento es muy elevado, el tiempo necesario para su
normalizacién o negativizaciéon es mayor que cuando se parte de un titulo bajo (Greene, 1995;
Sainz et al., 2000b). En ocasiones, el hecho de que los anticuerpos frente a E. canis permanezcan
durante periodos de tiempo tan prolongados hace que sea dificil establecer si el agente ha sido
realmente eliminado del hospedador, por lo que puede ser aconsejable la realizacién de la PCR en

combinacién con la serologia para garantizar que el tratamiento ha sido eficaz (Neer et al., 2002).
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Sin embargo, es importante tener en cuenta que esta técnica no va a distinguir entre los
microorganismos vivos y los muertos y que si E. canis permanece secuestrado en algiin érgano,
como el bazo, el resultado de la PCR a partir de una muestra de sangre periférica serd negativo, a

pesar de la persistencia del agente (Neer et al., 2002).

Por otra parte, si un animal no muestra mejoria clinica y/o resolucién de las alteraciones
analiticas tras 1-2 semanas del comienzo del tratamiento, debe considerarse la posibilidad de que
existan otras patologias concurrentes o que la causa de la sintomatologia no sea la infeccién por E.

canis (Cohn, 2003; Neer, Harrus, 2006).

En general se considera que el prondstico de la EMC tras el tratamiento serd favorable en
las fases aguda, subclinica o crénica leve (Woody & Hoskins, 1991), mientras que en la fase
crénica grave, que puede asociarse con el desarrollo de insuficiencia renal o aplasia de médula
Osea, entre otros desérdenes, serd desfavorable (Woody & Hoskins, 1991; Frank & Breitschwerdt,

1999; Mylonakis et al., 2004).

2.3. PREVENCION DE LA EMC

Desafortunadamente no existe por el momento una vacuna que permita proteger a los
perros frente a la infeccidén por E. canis (Neer & Harrus, 2006). Por lo tanto, la prevencion de esta
enfermedad se centra en el control de los vectores. A ello debe unirse el diagnéstico precoz de los
animales enfermos y la aplicacién de un tratamiento farmacoldgico adecuado (Neer & Harrus,
2006). Se ha descrito la posibilidad de administrar doxiciclina de modo preventivo a perros que
puedan estar expuestos a la EMC (Davoust et al. 2005), pero este empleo de las tetraciclinas puede

llevar al desarrollo de resistencias microbianas (Neer & Harrus 2006).

En las dreas endémicas debe mantenerse un control estricto de las garrapatas,
principalmente mediante el empleo de antiparasitarios externos, entre los que destacan por su
eficacia, entre otros, los collares de amitraz, el fipronil y la asociacién de imidacloprid con
permetrina (10% y 50%, respectivamente) (Davoust er al., 2003; Estrada-Pefia & Reme, 2005;
Otranto et al., 2008; Otranto et al., 2010). Podrian emplearse, asimismo, antiparasitarios

ambientales (Woody & Hoskins, 1991).

Por otra parte, debe evitarse el acceso de los perros a las zonas infestadas por garrapatas e

inspeccionar al animal para detectarlas y eliminarlas, sobre todo después de sus paseos,
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disminuyendo asi la probabilidad de transmisiéon de E. canis y otros agentes (Neer et al.,
2002).Todos los animales que sean introducidos en una colectividad deberian ser analizados
seroldgicamente para la deteccidn de estas infecciones, protegidos frente a las garrapatas y aislados
hasta que se tenga los resultados de las analiticas, para evitar de este modo introducir portadores en

la colectividad (Woody & Hoskins, 1991).

Debido a la posibilidad de transmisién yatrogénica de la EMC mediante transfusiones
sanguineas, seria recomendable descartar la infeccidon de los perros donantes (Woody & Hoskins,

1991).

2.4. INMUNOPATOGENIA Y RESPUESTA INMUNITARIA EN LA EMC

Como se ha descrito previamente, la EMC es una enfermedad causada por E. canis,
bacteria gramnegativa intracelular obligada que es capaz de inducir en el perro una enfermedad
potencialmente mortal (Harrus et al., 1999). A pesar de que la primera descripcién de ehrlichiosis
canina se remonta a 1935 (Donatien & Lestoquard, 1935), hoy en dia todavia no han sido bien
definidos ni los mecanismos inmunitarios protectores desarrollados por el hospedador ni la
patogenia de la enfermedad en la infeccién por E. canis (Mavromatis et al., 2006; Unver et al.,
2006). Sin embargo, los ensayos in vitro y el desarrollo de modelos murinos in vivo empleando
otras especies de Ehrlichia altamente relacionadas, asi como los estudios llevados a cabo en
infecciones naturales por Ehrlichia spp. en el hombre y otros animales, han permitido progresar
significativamente en la  comprensién actual de los mecanismos de la inmunidad e
inmunopatogenia de la ehrlichiosis (Feng & Walker, 2004; Walker et al., 2004; Chapes & Ganta,
2008).

2.4.1. Evasion Inmunitaria

La capacidad de supervivencia y patogenicidad de cualquier microorganismo en el
hospedador va a depender de forma directa de su habilidad para evitar o resistir los mecanismos
efectores de la inmunidad (Abbas et al., 2008a). Las bacterias intracelulares obligadas, entre ellas
las pertenecientes al género Ehrlichia, han desarrollado diferentes estrategias que les permiten
asegurar no s6lo su supervivencia, sino también su capacidad de replicacién en el interior de los
fagocitos (Abbas et al., 2008a). Generalmente esta supervivencia en el interior de las células del
hospedador es considerada por si misma como uno de los principales mecanismos empleados en la

evasién inmunitaria, ya que estas bacterias encuentran de este modo un lugar inaccesible para los
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anticuerpos circulantes, por lo que su erradicacién requerird la participacién de la inmunidad
celular (Abbas et al., 2008a), sin embargo, esta estrategia evasiva ha llevado a la necesidad del
desarrollo por parte de Ehrlichia spp. de otra serie de mecanismos para eludir o inhibir las
respuestas defensivas desencadenadas en los fagocitos, potentes células efectoras de la inmunidad
innata (Barnewall et al., 1997; Zhang et al., 2004). Por lo tanto, la interaccion entre Ehrlichia spp.
y las células del hospedador resulta ser mucho mas compleja que la simple satisfaccién de las
necesidades metabdlicas de la bacteria (Zhang et al., 2004); diversos estudios llevados a cabo en
los dltimos afios han mostrado efectos de los agentes rickettsiales sobre el sistema inmunitario
innato del hospedador que les permiten evadir las respuestas defensivas (van Heeckeren et al.,
1993; Lee & Rikihisa, 1996; Barnewall et al., 1997;Vachiery et al., 1998; Reddy & Streck, 1999;
Mott et al., 1999; Mott & Rikihisa, 2000; Harrus et al., 2003; Zhang et al., 2004; Lin & Rikihisa,
2004). Asi, se ha observado que E. chaffeensis, especie ehrlichial con tropismo por los monocitos
macrofagos y responsable de la ehrlichiosis monocitica humana (Dawson et al., 1991), es capaz de
afectar a las respuestas defensivas tempranas que se desarrollan en el hospedador al actuar sobre
los receptores patogénicos innatos presentes en las células del sistema mononuclear fagocitario y
en las vias de sefializacién que son activadas tras la estimulacién de dichos receptores (Lin &

Rikihisa, 2004).

Estos hallazgos son el resultado de los estudios experimentales desarrollados por Lin y
Rikihisa en una linea celular monocitica humana infectada por E. chaffeensis que mostraron una
disminucién en la expresion de ciertos receptores de reconocimientos de patrones (PRRs), en
concreto receptor tipo Toll-2 (TLR-2), receptor tipo Toll-4 (TLR-4) y grupo de diferenciacién 14
(CD14), asi como de varios factores de transcripciéon, como PU.1 y NF-kB, probablemente a través
de su inhibicién de la ruta de transduccién de sefiales mitogen-activated protein kinases (MAPK)
(Lin &Rikihisa, 2004). Estos resultados sugieren un nuevo mecanismo de evasion inmunitaria a
través del cual E. chaffeensis es capaz de sobrevivir en el interior de las células del hospedador
mediante la inhibicién de ciertas vias de sefalizacidn responsables de la activacién de funciones
bactericidas asociadas a la estimulacién de los PRRs de los monocitos humanos (Lin & Rikihisa,

2004).

Generalmente  los monocitos y los macréfagos son capaces de destruir a los
microorganismos invasores mediante la fusiéon de los endosomas que contienen las bacterias con
ciertos granulos que contienen péptidos antimicrobianos y enzimas hidroliticas (Abbas er al.,
2008b). Sin embargo, la supervivencia en el interior del fagocito de ciertas bacterias intracelulares,

entre las que se encuentran E. chaffeensis y A. phagocytophilum, va a depender precisamente de su
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habilidad para inhibir la fusién del fagosoma con los lisosomas (Barnewall et al., 1997; Mott et al.,

1999; Zhang et al., 2004; Abbas et al., 2008a; Tizard, 2009a).

Asi, se ha observado, por ejemplo, que, tras la ingestién por el macréfago, E. chaffeensis
evita la maduraciéon del endosoma donde reside, impidiendo la expresién de marcadores
lisosomales en su superficie y, por tanto, evitando su destruccién por las enzimas contenidas en
dichos lisosomas (Mott et al., 1999). Otro de los mecanismos mds comtinmente empleados por los
macrofagos yneutréfilos para la destruccién de los microorganismos es la generacion de especies
reactivas de oxigeno (Tizard, 2009c), frente a las que E. chaffeensis y A. phagocytophilum son muy

sensibles (Barnewall & Rikihisa. 1994).

Por lo tanto, estas bacterias han precisado desarrollar mecanismos que eviten la generacion
de estas especies reactivas de oxigeno, lo que han logrado mediante la inhibicién de la actividad de
la NADPH-oxidasa, principal sistema enzimético responsable de la generacién de estas especies

reactivas (Mott & Rikihisa. 2000).

La infeccién por Ehrlichia spp. es capaz de actuar a nivel transcripcional sobre un amplio
rango de genes del hospedador, lo que, por una parte, favorece la evasiéon de las respuestas
inmunitarias de forma directa, al actuar sobre la sintesis de citocinas o la inhibicién de la apoptosis
de la célula infectada, y, por otra parte, induce cambios en la transcripcién de genes que codifican
proteinas implicadas en procesos celulares como la biosintesis y metabolismo, la expresion de
canales de transporte i6nico y la regulacion de la diferenciacién celular (Lee & Rikihisa. 1996;
Zhang et al., 2004). Asi, se ha observado que la infeccién por E. chaffeensis en una linea
monocitica humana altera significativamente los niveles transcripcionales del 4,5% de los genes del
hospedador (Zhang et al., 2004). Entre los efectos que se desencadenan en la célula hospedadora
cabe destacar el hecho de que se impide la estimulacion de la transcripcion de ciertas citocinas,
como son la interleucina-12 (IL-12), IL-15 y la IL-18, implicadas en la regulacién de las respuestas
inmunitarias  innatas tempranas y las respuestas inmunitarias mediadas por células que se
desarrollan frente a microorganismos intracelulares. Esta represion puede ayudar a E. chaffeensis a
evadir las respuestas inmunitarias tanto innatas como adaptativas, ya que la secrecién de dichas
citocinas darfa como resultado la estimulacién de las células natural killer (NK) y linfocito T
colaborador (Thl) para la produccién de Interferén-y (IFN-y), que activaria a su vez a los

macrofagos para destruir a las bacterias fagocitadas (Zhang et al., 2004).
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Del mismo modo y de forma relacionada, otros estudios han mostrado una inhibicién de la
sintesis del factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), IL-6 y GM-CSF (de sus siglas en inglés,
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) y, en cambio, la expresion de bajos niveles de
IL-1B, IL-8 e IL-10 en monocitos humanos infectados por E. chaffeensis (Lee & Rikihisa, 1996),
asi como una supresiéon en la sintesis de citocinas inmunoestimuladoras y proinflamatorias y
prostaglandinas en macréfagos de ratén infectados por otro agente de la familia Anaplasmataceae,
Neorickettsia risticii, en respuesta al lipopolisacdrido (LPS) de Escherichia coli (van Heeckeren et

al., 1993).

Por otra parte, el efecto de E. chaffeensis a nivel transcripcional se refleja también en un
incremento en la supervivencia de las células infectadas, ya que esta bacteria parece inducir la
produccion de ciertos inhibidores de la apoptosis (Zhang et al., 2004), al igual que se ha observado
para A. phagocytophilum en neutréfilos humanos (Yoshiie ef al., 2000). La apoptosis es uno de los
mecanismos innatos de defensa del hospedador, por loque esta inhibicién supone una forma més
que emplean los agentes intracelulares obligados para evadir las respuestas inmunitarias, al
prevenir la destruccién de las bacterias que han sido internalizadas y evitar la muerte de estas
células que han sido infectadas, con lo que la bacteria dispone de suficiente tiempo para replicarse

en el interior de la célula del hospedador (Zhang et al., 2004).

Hasta el momento nos hemos centrado en los efectos que sobre el sistema inmunitario
innato ejercen para evitar su destrucciéon por el hospedador ciertos agentes rickettsiales
relacionados estrechamente con E. canis. Sin embargo, es importante recalcar que, en la evasion de
las respuestas defensivas, estos microorganismos actian también sobre los mecanismos efectores
de la inmunidad adaptativa, no s6lo por medio de una inhibicién de la secrecidén de citocinas
reguladoras de las respuestas inmunitarias, como ya se ha descrito, sino también por medio de otros
mecanismos mds especificos. Como veremos mas adelante, estudios llevados a cabo en relacién
con la respuesta inmunitaria protectora frente a organismos ehrlichiales indican que el componente
predominante de estas defensas parece ser una respuesta de tipo Thl, caracterizada por la secrecion
de IFN-y, TNF-a e IL-2, que conduce al desarrollo de una respuesta de base celular (Akkoyunlu &
Fikrig 2000; Bitsaktsis et al., 2004).

Sin embargo, ciertos agentes ehrlichiales, como E. Ruminantiumy E. canis, parecen haber
desarrollado un mecanismo de evasion inmunitaria consistente en una inhibicién de esta respuesta
de base celular mediante la disminucién de la expresion de las moléculas del complejo mayor de

histocompatibilidad de clase Il (CMH II) (Vachiery et al., 1998; Harrus et al., 2003) e, incluso, de
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las de clase I (Vachiery et al., 1998) en sus células diana, con lo que la presentacion antigénica a los

linfocitos T estaria comprometida (Vachiery et al., 1998; Harrus et al., 2003).

Sin embargo, algunos autores sugieren que E. muris, otra especie bacteriana genéticamente
relacionada con E. canis y cuyas células diana son también los monocitos macréfagos,no evade la
respuesta inmunitaria mediante la inhibiciéon de la presentacién antigénica por parte de las
moléculas del CMH de clase II, sino que parece que lo logran por medio de la supresion de las
seflales de las células T activadas (Nandi et al., 2009). Por otra parte, los datos moleculares
obtenidos por Reddy y Streck en 1999 muestran otro posible mecanismo de evasiéon inmunitaria en
el caso de E. chaffeensis. La existencia de variabilidad en algunos de sus genes, en concreto en
algunas proteinas antigénicas de superficie, puede dificultar el reconocimiento antigénico y, por
tanto, la puesta en funcionamiento de respuestas inmunitarias adaptativas por parte del hospedador

(Reddy & Streck, 1999).

Todos estos mecanismos evasivos son los que van a conducir a que los agentes rickettsiales
provoquen en el hospedador infecciones cronicas que pueden durar afios, con recidivas y
reactivaciones tras una curacioén aparente, que son dificiles de erradicar (Abbaset al., 2008a) y que

les permiten establecer un estado de portador persistente (Waner et al., 2001).

2.4.2. Respuesta inmunitaria frente a Ehrlichia spp.

A pesar del desarrollo por parte de Ehrlichia spp. De las citadas estrategias para evitar ser
destruidas por el hospedador, éstas no resultan totalmente eficaces y se desarrolla por parte del
sistema inmunitario del animal afectado una serie de respuestas en las que estdn implicados tanto el
sistema inmunitario innato como el adaptativo y en las que participan tanto la rama celular como la
humoral. La infecciéon por Ehrlichia spp. se produce tras la picadura de la garrapata. Dicha
picadura es la responsable del desarrollo de una inflamacién inicial y de la liberacién de
mediadores quimicos que atraen al foco de inflamacién a las células del sistema inmunitario innato,
lo que va a favorecer la infeccién por Ehrlichia spp., ya que asi se logra aumentar en el punto de
inoculacién el nimero de células diana (neutr6filos o monocitos-macréfagos, segin la especie

ehrlichial implicada) (Rikihisa, 1991).

De forma general, la inmunidad innata frente a bacterias intracelulares se inicia tras el
reconocimiento de componentes bacterianos por parte de los TLR y otros PRRs, lo que

desencadena una cascada enzimdtica que conduce haciala estimulacion de los componentes
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celulares que forman parte de esta rama de la inmunidad, la liberacién de citocinas, la activacién
del complemento y el desarrollo de la inflamacién (Abbas et al., 2008a, Tizard 2009a). Sin
embargo, como se ha mencionado previamente, los agentesehrlichiales parecen carecer de dos de
los ligandos mas importantes de los TLR, LPS y péptidoglicano (Lin & Rikihisa 2003, Mavromatis
et al., 2006), por lo que estas bacterias probablemente expresen otros PAMP diferentes que
permitan iniciar las respuestas innatas. Asi, Huang y colaboradores han demostrado recientemente
en ensayos in vitro con cultivos celulares de E. chaffeensis la expresion de miiltiples lipoproteinas
(Huang et al., 2008) que podrian estimular actividades microbicidas en los monocitos y macréfagos

a través del receptor TLR2 (Rikihisa, 2010).

Sin embargo, entre los mecanismos evasivos de las respuestas defensivas de E. chaffeensis
destaca su capacidad para disminuir la expresion de estos TLR en la superficie de monocitos y
macrofagos infectados (Lin & Rikihisa, 2004), por lo que es probable que estas lipoproteinas de E.
chaffeensis no sean capaces de estimular a las células ya infectadas, sino que actiien sobre los
monocitos y macréfagos no infectados y sobre otros tipos celulares para hacerlos refractarios a la
infeccion y promover en ellos el inicio de respuestas defensivas. Por otra parte, parece que estas
lipoproteinas son necesarias para la infeccion de las células del hospedador por E. chaffeensis
(Huang et al., 2008). A pesar de que cldsicamente se ha considerado que el receptor TLR4 esta
implicado en el reconocimiento innato del LPS de las bacterias gramnegativas, se ha observado en
ensayos experimentales in vivo de infeccién por E. chaffeensis que los ratones con deficiencia de
TLR4 muestran un retraso en la eliminacion de la infeccidon y una disminucion en la sintesis de
NO2 e IL-6 por los macréfagos en comparacion con los ratones wild type (Ganta et al., 2002), por
lo que se ha sugerido que E. chaffeensis, y probablemente otras especies ehrlichiales, contengan
otros PAMP que interaccionen con este receptor (Bitsaktsis et al., 2004; Chapes & Ganta, 2008).
Una vez producida la estimulacién de los receptores innatos se inicia una serie de respuestas para la
destruccion de los agentes ehrlichiales, como la sintesis de citocinas, que van a estimular tanto a
células del sistema inmunitario innato como del adaptativo. En general, la protecciéon frente a
bacterias intracelulares estd mediada por macréfagos, que adquieren la capacidad para destruir a las
bacterias unos 10 dias después del inicio de la infeccién y cuya respuesta suele ser inespecifica
(Abbas et al., 2008a; Tizard 2009a). Generalmente esta respuesta implica mecanismos
dependientes e independientes de oxigeno (Waner et al., 2001), pero en el caso de la infeccién por
Ehrlichia spp. no esté claro el papel que desempefian los mecanismos oxidativos en la eliminacién
de estas bacterias, habiéndose descrito tanto un efecto minimo de este mecanismo efector de las
respuestas innatas (Waner et al., 2001) como un papel critico de las especies reactivas de oxigeno

dependientes de la NADPH oxidasa (Yager et al., 2005).
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A pesar de que las actividades de los macr6fagos y probablemente de otras células del
sistema inmunitario innato, como las células NK, contribuyen a la destruccién de Ehrlichia spp., no
parece que por si solas sean capaces de eliminar por completo al patégeno y requieren, por el
contrario, de la participacidn de las respuestas inmunitarias adaptativas (Ganta et al., 2002; Abbas

et al., 2008a).

En este sentido, la principal respuesta inmunitaria adaptativa que se desarrolla frente a las
bacterias intracelulares es la inmunidad mediada por linfocitos T (Akkoyunlu & Fikrig, 2000;

Tizard, 2009a).

En el caso de las infecciones ehrlichiales, parece que el mecanismo predominante en la
proteccién del hospedador esta constituido por la inmunidad mediada por células T de tipo 1 y la
secrecion por parte de éstas de IFN-y, que conducen hacia una respuesta inmunitaria de base celular
(Waner et al., 2001; Bitsaktsis et al., 2004). También, recientemente se ha comenzado a describir
un papel protector importante de los anticuerpos en estas infecciones, contrariamente a lo que se
habfa asumido histéricamente (Kaylor et al., 1991; Winslow et al., 2000; Yager et al., 2005). Atn
asi, existen resultados muy variables con respecto a los mecanismos implicados en las respuestas
inmunitarias adaptativas desencadenadas en la ehrlichiosis, por lo que, en ocasiones, el papel que
desempefia cada tipo celular o cada citocina en concreto puede ser confuso. Estos resultados
divergentes pueden deberse al empleo en los diferentes estudios de distintos hospedadores o

especies ehrlichiales y pueden reflejar mecanismos bioldgicos diferentes (Waner et al., 2001).

De forma general, se ha observado que el IFN-y juega un papel importante en el control del
grado de rickettsemia durante las fases tempranas de la infecciéon por A. Phagocytophilum en
ratones (Akkoyunlu & Fikrig, 2000; Martin et al., 2001) y la respuesta que se induce en estos
animales es predominantemente de tipo Thl, si bien en fases mas avanzadas los mecanismos que se

desencadenan parecen ser independientes de IFN-y (Akkoyunlu & Fikrig, 2000).

En la infeccion experimental en ratén por el agenteehrlichial recientemente aislado de una
garrapata Ixodes ovatus (conocido como Ixodesovatus ehrlichia, IOE), que, al igual que E. canis,
posee tropismo por los monocitos y macr6fagos, se observo un incremento en la susceptibilidad a
la enfermedad fatal en aquellos animales deficientes para IL-12p40, IFN-y, TNF-a o para los
receptores de IFN-yo de TNF-a, lo que demuestra la importancia de las citocinas de tipo 1 en la

defensa del hospedador frente a las infecciones por estos agentes patogenos (Bitsaktsis et al.
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2004). Entre los mecanismos a través de los cuales el IFN-y es capaz de inducir la destruccién de
los microorganismos intracelulares, destacan en el caso de las infeccionesehrlichiales principalmente
dos. Diferentes modelos de infeccién rickettsial han mostrado que el IFN-y en asociacién con el
TNF-a induce un mecanismo de destruccién rickettsialen los fagocitos mediado por NO que es

critico para la supervivencia del hospedador (Fenger al., 1994).

El IFN-y también puede efectuar la destruccién de Ehrlichia spp. en las células por el
secuestro de arginina y/o por disminuciéon de la expresiéon de receptores de superficie de
transferrina y la consiguiente reduccién en las reservas intracelulares de hierro (Park & Rikihisa,
1991, Barnewall & Rikihisa, 1994). Independientemente del mecanismo empleado por esta citocina
para inducir la destruccion ehrlichial, es importante recalcar que su actuacion se efectiia de forma
sinérgica con el TNF-a, como fue descrito por Feng y Walker en 2004 en un modelo murino de
infecciéon por E. muris en el que se observd en los animales infectados un incremento en la
mortalidad de hasta un 75%cuando se combinaban la neutralizacién de IFN-y y de TNF-a en el
mismo animal, mientras que los ratones con neutralizacién de una sola de las citocinas no
mostraron una diferencia significativa en la mortalidad en comparacién con los ratones en los que
no se neutralizé ninguna (Feng & Walker, 2004). Ambas citocinas, IFN-y y TNF-a, son dos de los
principales mediadores de la inmunidad de tipo 1 y, por lo tanto, cabria esperar un papel decisivo
para las células Thlen la defensa del hospedador en la infeccion por estas rickettsias. En este
sentido diversos estudios han mostrado la participacién de estas células en la proteccion frente a
Ehrlichia spp. de una forma similar a la descrita para otras infecciones por agentes intracelulares
(Ganta et al., 2002; Bitsaktsis et al., 2004; Stevenson et al., 2006; Ismail et al., 2007). En el 2002,
Ganta y colaboradores sugirieron que las moléculas del CMH de clase II eran esenciales en la
eliminacién de la infeccién por E. chaffeensis en el hospedador murino, loque conduciria a que la
completa supresion de este patdgeno requeriria la presencia de células TCD4+ funcionales.
Diferentes estudios han apoyado esta hipdtesis, como, por ejemplo, los de Bitsaktsis y

colaboradores en 2004 o los de Ismail y colaboradores en 2007.

Ambos trabajos describen un papel critico para el correceptor CD4, y no para el
correceptor CDS, en la defensa del hospedador en la infeccién experimental por IOE en ratones

knockout (Bitsaktsis et al., 2004; Ismail et al., 2007).
Sin embargo, en este punto es importante recalcar que los estudios experimentales llevados

a cabo en infecciones por agentes ehrlichiales en ratones knockout han mostrado en ocasiones

algunos resultados que varian notablemente entre los diferentes ensayos. Asi, y a pesar de lo
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mencionado en el parrafo anterior, en base a los hallazgos de diferentes estudios, no todos los
autores consultados opinan que las células T CD8+ ejerzan un minimo papel en la defensa frente a
la ehrlichiosis, sino que se ha descrito un papel esencial para estas células en las respuestas

defensivas frente a E. muris (Feng & Walker, 2004).

Asimismo, Thirumalapura y colaboradores en 2008 describieron que, tras la infeccion
persistente por E. muris en ratones, se logré obtener una proteccién cruzada frente a la infeccion
posterior por IOE en los mismos animales, y dicha proteccidon se asocié con la generacién y
mantenimiento de respuestas mediadas por células T de memoria tanto CD4+ como CD8+
especificas de Ehrlichia productoras de IFN-y, asi como con la producciéon de IgG séricas

especificas de Ehrlichia (Thirumalapura et al., 2008).

Sin embargo, de nuevo existe controversia en estos resultados, ya que otros estudios han
dotado de importantes papeles a las células T CD8+ en laehrlichiosis, pero no en la proteccién de
los hospedadores, sino, por el contrario, en lainmunopatogenia relacionada con la enfermedad vy,
por lo tanto, en el dafio ocasionado al hospedador por su propio sistema inmunitario (Ismail et
al.,2004; Bitsaktsis & Winslow,2006; Ismail er al., 2007).Por otra parte, estudios recientes de
Bitsaktsis y colaboradores en 2007cuestionaron el papel que ejercen las células T CD4+ y las
células T CD8+, asi como el de las citocinas de tipo 1, en el curso de la ehrlichiosis, al observar
que ratones deficientes en células CD4+, CD8+ o moléculas del CMH de clase II desarrollaron una
inmunidad protectora tras la infeccién por E. muris y permanecieron, por tanto, protegidos frente a
la posterior infecciéon con IOE del mismo modo que ocurria en los ratones normales (Bitsaktsis et

al., 2007).

La habilidad de los ratones para eliminar la bacteria o inducirrespuesta protectora en
ausencia de células TCD4+sugiere que las células Th podrian no ser esenciales (Bitsaktsis et al.
2007). No obstante, la hipdtesis de que una respuesta inmunitaria mediada por células es necesaria
para la resistencia ehrlichial estd apoyada también por la observacion de la formacién de
granulomas en el higado de los ratones infectados por E. chaffeensis, que actia impidiendo la

diseminacion bacteriana (Ganta et al., 2002).
Por otra parte, aunque por lo general se ha asumido que los anticuerpos no juegan ningin

papel en la defensa del hospedador frente a las infecciones ehrlichiales, cada vez mds datos apuntan

a que esta afirmacion es erronea (Kaylor et al., 1991; Messick & Rikihisa, 1994, Lee & Rikihisa,
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1997, Sun et al., 1997, Casadevall, 1998; Winslow et al., 2000; Feng & Walker, 2004; Yager et al.,
2005; Bitsaktsis et al., 2007).

De hecho, los patégenos intracelulares para los que los anticuerpos no hayan mostrado
algiin tipo de proteccién parecen ser una minoria (Casadevall, 1998). En la infeccién por E. canis
se desarrollan anticuerpos especificos IgM e IgA tras4-7 dias, mientras que las IgG,
predominantemente IgG2 (Harrus et al., 2001), comienzan a detectarse en la sangre de los perros
infectados a los 15 dias postinfeccion (Weisiger et al., 1975), aunque la aparicién inicial de estos
anticuerpos puede depender de la dosis infectiva (Rikihisa et al., 1992). En cuanto al papel de estos
anticuerpos en la proteccion frente a la ehrlichiosis, éste atin no ha sido totalmente aclarado. Se ha
observado que la transferencia de anticuerpos y/o suero inmune frente a diversas especies de la
familia Anaplasmataceae, como N.risticii, A. Phagocytophilum y E. chaffeensis, permite dotar a
los animales infectados de una inmunidad protectora sustancial transitoria, aunque no completa, y

una disminucioén en la carga rickettsial (Kaylor et al., 1991; Sun et al., 1997; Winslow et al., 2000).

Asimismo, los resultados de Feng y Walker presentados en 2004 han confirmado que la
inmunidad protectora desarrollada en ratones frente al agente ehrlichial E. muris estd mediada por
una combinacién tanto de respuestas celulares como de respuestas humorales, con la sintesis de

anticuerpos especificos frente a antigenos de esta bacteria.

Por otra parte, es importante destacar que los linfocitos B parecen no limitarse a la sintesis
de inmunoglobulinas, sino que también son capaces de ejercer otras funciones en la proteccién del
hospedador en las infecciones ehrlichiales, como pueden ser la sintesis decitocinas que modulen la
respuesta inflamatoria o la estimulacién de la expansion y activacion de las células T CD4+ (Yager

et al., 2005; Bitsaktsis ef al., 2007).

El modo en que los anticuerpos frente a Ehrlichia spp. pueden actuar en la eliminacién de
la infeccion son variables. Los agentes ehrlichiales van a requerir un paso por el espacio
extracelular antes de penetrar en las células, por lo que, en este momento, las inmunoglobulinas
pueden inducir la destruccion de los microorganismos por la via cldsica de deposicién del
complemento y/o por opsonizacion (Messick & Rikihisa, 1994; Winslower al., 2000). Ademds,
pueden interferir con la infectividad celular, al contribuir a la neutralizacién de la bacteria e
impedir su unién e internalizacién en la célula hospedadora (Messick & Rikihisa, 1994; Winslow et

al., 2000).
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Una vez que la infeccién de la célula hospedadora se ha producido, los anticuerpos pueden
actuar estimulando la citolisis de dicha célula (Winslow et al., 2000) e, incluso, ejerciendo un
efecto inhibidor de la replicacién intracelular del agente y estimulando actividades bactericidas

(Messick & Rikihisa, 1994).

Asimismo, se ha observado que los anticuerpos especificos frente a E. Chaffeensis y, mas
concretamente, los inmunocomplejos formados por la unién de las inmunoglobulinas con las
bacterias, son responsables de la producciéon de citocinas proinflamatorias en los animales
infectados, lo que puede causar un dafio temporal en el hospedador pero que también contribuye a
la puesta en funcionamiento de mecanismosantiehrlichiales mediante la activacion de respuestas

inmunitarias protectoras (Lee & Rikihisa,1997).

Por lo tanto, los datos de estos estudios en conjunto muestran que los anticuerpos y los
linfocitos B pueden jugar un papel significativo en la eliminacién de estas bacterias intracelulares
obligadas durante la infeccidn activa, aunque la inmunidad celular es necesaria para la eliminacién
completa de la bacteria, por lo que se requiere la participacién de forma organizada de todas las
ramas de la inmunidad en la lucha frente a estos agentes intracelulares obligados (Winslow et al.,

2000).

Sin embargo, el papel que desempefian los anticuerpos en la infeccidén por E. canis en
concreto estd menos claro. Asi, los resultados obtenidos por Hess y colaboradores parecen indicar
que los anticuerpos generados en la infeccién por E. canis en el perro no juegan un papel importante
en la eliminacién del agente, al no haberse observado diferencias en los titulos de anticuerpos entre
los perros que fueron capaces de eliminar al agente del torrente sanguineo y los que desarrollaron

una infeccién persistente (Hess et al., 2006).

Ademads, se ha observado que en perros infectados experimentalmente con E. canis, la
persistencia de titulos de anticuerpos altos tras el tratamiento y eliminacién del agente no mostré un
valor protector cuando estos perros fueron inoculados con cepas de E. canis homdlogas o
heter6logas. Incluso, al reinfectar con cepas heter6logas a estos animales que mantenian titulos
elevados, se desarrollaron cuadros mas graves en comparacion con el desafio con cepas homoélogas
(Breitschwerdt er al., 1998a). En resumen y para facilitar la comprensiéon de la inmunidad
desarrollada en el curso de la infeccion por Ehrlichia spp., los conocimientos actuales conducen a
pensar que las células T CD4+ juegan un papel dominante en la inmunidad protectora a través de

su produccién de citocinas de tipo 1 y el desarrollo de una inmunidad mediada por células. En esta
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inmunidad protectora participan, no obstante, otros componentes del sistema inmunitario, como las

células TCDS8+ y la sintesis de anticuerpos por los linfocitos B.

2.4.3. Inmunopatogenia de la EMC

Aunque las respuestas inmunitarias desarrolladas frente a las agresiones suelen, y en
principio deberian, ser beneficiosas, no siempre se consigue este objetivo, ya que pueden influir en
el curso de las enfermedades sin lograr su curacién e, incluso, pueden llegar a agravar el proceso

(Tizard, 2009a).

De hecho, en muchas infecciones, la lesion y la sintomatologia de la enfermedad pueden
deberse a la respuesta del hospedador frente al microorganismo y a sus productos, mas que al

efecto del propio microorganismo (Abbas et al., 2008a).

En el caso de la EMC parece que la respuesta inmunitaria desarrollada no sélo no es eficaz,
sino que puede ser la causa directa tanto del cuadro clinico como de las lesiones generadas

(Kakoma et al. 1978; Reardon & Pierce 1981b; Codner et al., 1985; Harrus et al., 1999).

La excesiva produccién de anticuerpos junto con una respuesta celular disminuida parece
influir decisivamente en la patogenia de la enfermedad (Reardon & Pierce, 1981a; Harrus et al.,

1999).

Algunos de los hallazgos que conducen a pensar que los mecanismos inmunitarios
desarrollados por el hospedador en la EMC se encuentran directamente implicados en la patogenia
de la enfermedad son la presencia de extensos infiltrados de células plasmdticas en Organos
parenquimatosos y en la médula 6sea, el desarrollo de hipergammaglobulinemia policlonal que no
se correlaciona con los titulos de anticuerpos especificos frente a E. canis y la deteccién de
anticuerpos antiplaquetarios y pruebas de autoaglutinaciéon y de Coomb’s positivas en los perros
infectados experimentalmente (Reardon & Pierce, 1981a; Harrus et al., 1996a; Harrus et al., 1999;
Neer & Harrus, 2006). Ademads, parece existir una disparidad entre el bajo nimero de
microorganismos que se encuentran en la sangre y en los tejidos del hospedador en la infeccién por
diferentes especies ehrlichiales y el nimero relativamente elevado de lesiones anatomopatoldgicas
inducidas (Rikihisa, 1999; Lepidi et al., 2000), especialmente en el higado, donde se ha descrito la
existencia de muerte celular en hepatocitos sin ninguna evidencia de infeccién ehrlichial (Lepidi et

al., 2000), lo que conduce a especular que la patogenia de estas enfermedades no estd causada
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directamente por el agente, sino que estd mediada por el propio hospedador (Rikihisa, 1999; Lepidi

et al.,2000; Martin et al.,2001; Stevenson et al.,2006).

Como se ha descrito previamente, algunos de los signos clinicos observados en la
ehrlichiosis canina se relacionan con complicaciones de la enfermedad, entre las que destaca el

dafio renal, que parece ser inmunomediado (Cohn, 2003).

Durante la fase aguda de la enfermedad se ha documentado la presencia de una nefropatia
perdedora de proteinas caracterizada por la presencia de infiltrados perivenulares e intersticiales de
linfocitos y células plasmaticas localizados principalmente en la corteza renal y lesiones
glomerulares minimas debidas al depésito de inmunocomplejos, lo que sugiere la implicacion de la

respuesta inmunitaria del hospedador (Codner et al., 1992a; Codner & Maslin, 1992b).

En la fase crénica de la ehrlichiosis monocitica canina se puede observar también la
existencia de dafio renal, aunque en este caso se asocia con el desarrollo de una glomerulonefritis
con sindrome nefrético (Frank & Breitschwerdt, 1999; Neer & Harrus 2006). Otros signos clinicos
que se han asociado a menudo con la respuesta inmunitaria del hospedador mas que con la accién
directa del agente son los signos locomotores, debidos a polimiositis y a mono o poliartritis por
hemartrosis o deposiciéon de inmunocomplejos, aunque por lo general estos signos son mas
frecuentes en infecciones por especies granulociticas, como E. ewingii o A. phagocytophilum (Neer

& Harrus, 20006).

Por otra parte, varios de los signos clinicos més frecuentes en esta enfermedad, como son la
fiebre, anorexia o depresion, pueden estar relacionados de forma directa con el incremento de las
concentraciones séricas de ciertas citocinas, como IL-1, IL-8 o el TNF-q, que son inducidas en un

intento de resolver la infeccion (Unver et al., 2006, Tizard 2009b).
Se ha documentado que la secrecion de ciertas citocinas en el curso de la infeccién por
Ehrlichia spp. Puede contribuir al dafio tisular inflamatorio (Lee & Rikihisa, 1996; Lee & Rikihisa

1997; Dumler et al., 2000).

En el curso de la EMC la alteracion hematoldgica mas frecuentemente descrita es la

trombocitopenia (Neer & Harrus, 2006).
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Asi, suele observarse la presencia detrombocitopenia, anemia y leucopenia moderadas
durante la fase aguda de la enfermedad, trombocitopenia moderada durante la fase subclinica y

pancitopenia durante la fase crénica grave (Harrus ef al., 1997).

Estas alteraciones hematoldgicas parecen ser una de las principales consecuencias
negativas de la respuesta del hospedador frente a la infeccidn por E. canis. Asi, la trombocitopenia
se puede atribuir a diferentes mecanismos en los diferentes estadios de la enfermedad, y dichos

mecanismos pueden actuar solos o combinados entre si (Waner et al., 1995).

Se ha observado un incremento en el consumo de plaquetas debido a cambios inflamatorios
en el endotelio vascular sanguineo (Woody & Hoskins, 1991), asi como un aumento en el secuestro
esplénico de las plaquetas (Woody & Hoskins, 1991), que se producen principalmente durante la

fase aguda de la enfermedad, aunque no se limitan a esta fase (Kakoma et al., 1978).

También, se ha identificado un factor inhibidor de la migracién plaquetaria que impide la
formacion de pseuddpodos en estas células, que se redondean y tienden a agruparse, lo que puede
interferir con la entrada de las plaquetas en el sistema circulatorio, con el consiguiente descenso de

sus recuentos sanguineos (Kakoma et al., 1978).

Por otra parte, durante la ehrlichiosis monocitica canina se produce un incremento en la
destruccién plaquetaria, principalmente en el bazo, lo que conduce a un considerable descenso en
su vida media (Smith et al.,1975).El hallazgo de la existencia de anticuerpos antiplaquetarios en el
suero de perros con infeccién tanto experimental como natural por E. canis es indicativo de la
existencia de un mecanismo de destruccién inmunoldgica de estas células (Waner et al.,1995;

Harrus et al.,1996b; Grindem et al., 1999).

Estos anticuerpos pueden participar también en las disfunciones plaquetares observadas en

el curso de la ehrlichiosis monocitica canina (Harrus et al., 1996b).

Se han detectado IgG ligadas a plaquetas en perros infectados experimentalmente por E.
canis de forma tan temprana como a los 3 dias postinfeccion (Waner et al, 2000a) y se ha
documentado la existencia de anticuerpos antiplaquetarios en otras enfermedades infecciosas
causadas por especies relacionadas, como, por ejemplo, por Rickettsia rickettsii, agente causal de la

Fiebre de las Montafias Rocosas (Grindem et al., 1999).
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Asimismo, en medicina humana se ha descrito la presencia de anticuerpos antiplaquetarios
en el 80% de las muestras séricas de pacientes con ehrlichiosisgranulocitica humana (Wong &

Thomas, 1998).

La existencia de anticuerpos antieritrocitarios parece participar de la misma forma en la

anemia observada en la infeccién por E. canis (Frank & Breitschwerdt, 1999).

Durante la fase crénica de la ehrlichiosis monocitica canina se cree que el principal factor
responsable de la trombocitopenia es un descenso en la sintesis de plaquetas debido a una

hipoplasia de la médula 6sea (Woody & Hoskins, 1991).

Dicha hipoplasia de la médula ésea parece ser la causante de la pancitopenia observada

durante esta fase (Harrus et al., 1999).

Por otra parte, recientemente se ha descrito en un modelo experimental de infeccién por E.
muris en ratones la existencia de alteraciones en la actividad de las células progenitoras en la
médula 6sea, asi como el desarrollo de una hematopoyesis extra medular (MacNamara et al.,

2009).

Estos hallazgos sugieren que las citopenias observadas en el curso de las ehrlichiosis
monociticas pueden ser el resultado de una funcionalidad inadecuada de las células progenitoras
sanguineas por estrés hematopoyético inducido por la infeccion, asi como del secuestro de éstas por

el bazo (MacNamara et al.,2009).

Debido a la importancia del bazo en la patogenia de numerosas enfermedades, se llevd a
cabo un estudio en el que se evalud el papel que este 6rgano desempeiia en la ehrlichiosis
monocitica canina mediante la realizacién de una esplenectomia en perros experimentalmente
infectados por E. canis, confirmandose la aparicién de unos signos clinicos y hematoldgicos mas
leves en los perros esplenectomizados en comparacién con los perros intactos (Harrus et al.,

1998¢c).

Estas diferencias sugieren que en esta enfermedad se encuentran implicados ciertos
mecanismos inmunoldgicos y que el bazo juega un papel central en la patogenia de la ehrlichiosis
canina, probablemente mediante la liberacion de mediadores inflamatorios esplénicos responsables

de los signos clinicos observados y mediante la produccion de elevadas cantidades de anticuerpos,
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ya que se trata de uno de los principales 6rganos productores de inmunoglobulinas (Harrus et al.,

1998c).

Por otra parte, se ha sugerido que E. canis es capaz de inducir en el perro un cierto grado
de inmunosupresién, que se manifiesta principalmente con alteraciones en la inmunidad mediada
por células (Greene 1995) y que podria ser responsable de la elevada frecuencia de concurrencias
con otras patologias descrita en la ehrlichiosis canina (Frank & Breitschwerdt, 1999; Neer &

Harrus, 2006).

Los resultados obtenidos en estudios experimentales de infeccion por A. Phagocytophilumen
ovejas han demostrado un efecto inmunosupresor de este agente (Woldehiwet, 1987a;
Woldehiwet, 1987b; Woldehiwet, 1991; Larsen et al., 1994; Gokce & Woldehiwet, 1999; Whist et
al., 2003).

Las ovejas infectadas muestran una severa leucopenia debida a una linfocitopenia
temprana, debida a un descenso tanto de los linfocitos T CD4+, T CD8+ y Tyd como de los B
(Woldehiwet, 1991; Whist et al., 2003), y neutropenia y trombocitopenia prolongadas
(Woldehiwet, 1987b).

Se ha observado que este agente predispone a los animales al padecimiento de infecciones
bacterianas y viricas mas graves (Larsen et al., 1994) no sélo por la disminucién en el nimero de
células defensivas, sino también porque provoca alteraciones en las funciones de estas células

(Woldehiwet, 1987a; Woldehiwet, 1987b; Larsen et al., 1994).

La infeccidén por A. phagocytophilum en ovejas se manifiesta tanto por una alteracioén en la
respuesta humoral, con un descenso en la sintesis de anticuerpos en los animales infectados tras la
inmunizaciéon con diferentes antigenos (Larsen et al, 1994; Whist et al., 2003) como por
alteraciones en las respuestas inmunitarias celulares, con una reducida reactividad linfocitaria a la
estimulacién por mitdgenos o antigenos (Woldehiwet, 1987a; Gokce & Woldehiwet, 1999; Whist
et al., 2003).

Ademds, aunque se ha descrito un descenso inicial en el nimero de linfocitos T CD8+,
posteriormente se produce una proliferaciéon de dicha subpoblacidn, llevando a una inversién del

indice linfocitario CD4:CDS8 (Whist et al., 2003).
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En medicina humana se ha observado que los pacientes afectados por ehrlichiosis aguda
causada por A. phagocytophilum muestran una linfocitopenia predominantemente originada por

apoptosis de los linfocitos Tyd (Caldwell et al., 1996).

La infeccién por N. risticii en ratones parece también provocar de forma dosis dependiente
una disminucién marcada y aguda en las respuestas proliferativas in vitro de las células esplénicas
ante la estimulacién por mitégenos, asi como una disminucién en la secrecién de IL-2 (Rikihisa et

al., 1987).

También se ha descrito, en la infeccion por E. chaffeensis, un posible efecto

inmunosupresor de algunas de la citocinas secretadas, como IL-10 (Lee & Rikihisa, 1996).

Dada 1la similitud existente entre estas especies y E. canis, es probable que en el curso de la
ehrlichiosis monocitica canina puedan desarrollarse algunas de las anomalias inmunosupresoras
descritas en otros animales o en el hombre. Asi, se han observado alteraciones en las
subpoblaciones linfocitarias T CD4+ y CD8+ en la sangre de perros con ehrlichiosis tras la
infecciéon natural, que conducen a una inversién del indice CD4:CD8 (Frank & Breitschwerdt,

1999; Heeb et al., 2003; Lorente et al., 2008).

Heeb y colaboradores en 2003 describieron el caso clinico de un perro con infeccién
natural por E. canis que presentaba alteraciones marcadas en las subpoblaciones de linfocitos T,
con predominancia de los linfocitos TCD8+ y un descenso en los linfocitos TCD4+, con lo que el

ratio CD4:CDS8 se encontraba invertido (Heeb et al., 2003).

En este caso, se describia la presencia de otra alteracion en el sistema inmunitario: se
observé la existencia de una linfocitosis granular grande, que habia sido descrita previamente en

otros estudios deehrlichiosis monocitica canina (Heeb et al., 2003; Neer & Harrus, 2006).

A pesar de que estas alteraciones en las poblaciones linfocitarias en los perros infectados
por E. canis, junto con la elevada frecuencia de concurrencias observadas en estos perros y las
alteraciones inmunitarias descritas en otras especies animales con infecciones rickettsiales
relacionadas podrian indicar la existencia de una inmunosupresion durante el curso de la
ehrlichiosis monocitica canina, los conocimientos existentes por el momento no permiten confirmar
esta hipdtesis. De hecho, Hess y colaboradores han descrito recientemente la ausencia de cambios

inmunoldgicos en la especie canina tras la infeccidon experimental por E. canis, si bien en este
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estudio se observo al inicio de la infeccién una linfocitosis TCD8+ que posteriormente se resolvid

(Hess et al., 20006).

Sin embargo este trabajo se desarrollé inicamente durante las fases aguda y subaguda de la
infeccion, por lo que no es posible descartar el desarrollo de alteraciones en los componentes del
sistema inmunitario canino en fases mds avanzadas de la enfermedad, como sugieren los propios

autores (Hess et al., 2006).

Por otra parte, el incremento en la subpoblacién de linfocitos TCD8+ ha sido descrito en el
curso de la infeccion por especies ehrlichiales y se ha asociado en ocasiones con la
inmunopatogenia de la enfermedad. Asi, se ha sugerido que las células T CD8+ pueden ser
responsables directamente del desarrollo de una enfermedad fatal en ratén tras la infeccién con IOE

(Bitsaktsis & Winslow, 2006; Ismail et al., 2007).

Las células T CD8+ pueden ser capaces de mediar esta respuesta fatal iniciando
directamente respuestas inflamatorias patoldgicas dependientes de TNF-a o ejerciendo una accién
inmunosupresora, al inhibir la accién de los linfocitos T CD4+ (Bitsaktsis & Winslow, 2006). Asi,
se ha descrito que las células T CD8+ median el desarrollo de un shock téxico inducido por
Ehrlichia que se asocia con una sobreproduccién de IL-10 y TNF-a y apoptosis de células T CD4+
(Ismail et al., 2007).

Finalmente, cabe destacar que la respuesta inmunitaria individual del hospedador también
parece ser esencial en el desarrollo del cuadro clinico. En concreto, se ha descrito que el Pastor
Aleman podria ser una raza més susceptible a desarrollar formas de EMC mads graves y con peor

prondstico que otras razas (Nyindo et al., 1980; Harrus et al., 1997; Neer & Harrus, 2006).

Las wvariaciones en la susceptibilidad a esta enfermedad podrian deberse a diferencias
raciales en la habilidad para desarrollar una respuesta inmunitaria adecuada. En este sentido, se ha
observado que los Pastores Alemanes presentan una respuesta inmunitaria celular frente a E. canis

deprimida en comparacidn con la desarrollada por perros de raza Beagle (Nyindo et al., 1980).

2.5. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Se basa en manifestaciones tales como fiebre, anorexia, descarga nasolagrimal, epistaxis y

presencia del vector infestando al enfermo.
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Se asocia con enfermedades sistémicas como hemorragia gastrointestinal, hepatopatia,
pancreatitis aguda, hipertensién sistémica, septicemia y CID, neoplasia, hipoadrenocorticismo y

fiebre maculosa de las Montafias Rocosas.

Enfermedades que cursan con trombocitopenia o con sintomatologia hemorragica en la
practica clinica, ej., intoxicaciéon por estrégenos o con warfarina, otras como la babesiosis, el

distemper, la hepatitis infecciosa viral canina, la leptospirosis y la hepatozoonosis.

Enfermedades inmunolégicas como las coagulopatias inmunomediadas y el lupus

eritematoso sistémico o neoplésicas tales como el mieloma y la leucemia linfocitica crénica.

2.6. Rhipicephalus sanguineus

La garrapata Rhipicephalus sanguineus pertenece al grupo de las garrapatas duras (familia
Ixodidae) y es el vector de la Ehrliquiosis Monocitica Canina (EMC); cominmente se le conoce
como “garrapata marrén del perro”. Es originaria de Africa y es una de las garrapatas mds
distribuidas del mundo, ya que ha migrado por medio del hombre y sus perros. (Tatchell, 1969,

Sauer et al., 1986; Fisher, 2006).

2.6.1 HUESPEDES

La garrapata Rhipicephalus sanguineus afecta principalmente al perro, pero también puede
afectar a una gran variedad de mamiferos y aves terrestres; se pueden mencionar a los gatos,
venados, bovinos, liebres, cabras, caballos, borregos, leones, aves (avestruz, pavo, garza), reptiles y
el hombre. Es importante mencionar que el perro siempre es el huésped definitivo de eleccidn para

la garrapata cuando estd presente. (Mehlhorn, 1994; Rojas, 2001).
2.6.2. LOCALIZACION EN EL HUESPED
Rhipicephalus sanguineus en el perro se localiza en orejas, cuello y en los espacios

interdigitales. En perros con altas infestaciones de garrapatas todos los estados activos pueden ser

encontrados atacando partes del cuerpo con pelo. (Rojas, 2001).
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2.6.3 CICLO BIOLOGICO

Esta garrapata es encontrada en los huéspedes a lo largo de todo el afio en zonas tropicales
y subtropicales; mientras que en dreas templadas, donde hay cambios climdticos, las garrapatas son
encontradas en el huésped a lo largo del verano y pocas en invierno. (Alcaino et al., 1990; Rojas,
2001). Las etapas inmaduras en la naturaleza se alimentan de los mamiferos pequefios; los perros

generalmente son los tunicos huéspedes en las etapas inmaduras y adultas. (Rojas, 2001;

Breitschwerdt, 2003).

El ciclo de R. sanguineus es de tres hospederos, lo que significa que cada uno de las fases
moviles después de alimentarse de sangre por unos dias, deben de abandonar a los huéspedes para
evolucionar en el medio ambiente. La duracién del ciclo biolégico depende de factores ambientales
como la temperatura y humedad. La temperatura 6ptima para la incubaciéon de los huevos, la
transformacién de larvas en ninfas y de éstas en adultos, es de 30 °C; el periodo de cada una de
estas etapas se alarga conforme baja la temperatura; mientras que el rango de humedad es mas
amplio y va de 20 — 93%. En condiciones ambientales ideales el ciclo se completa en
aproximadamente 63 dias, pero si el ambiente no es favorable el ciclo se puede prolongar por
varios meses, durante los cuales la garrapata permanece oculta en un estado de letargia denominado

diapausa. (Alcaino, 1990; Mehlhorn, 1994; Vasquez, 1999; Fisher, 2006).

Las hembras repletas realizan una puesta aproximadamente de 4000 huevos, luego de un
periodo de pre ovoposicién que va desde 3 a 83 dias, los huevos los ponen en lugares protegidos de
la luz y de la desecacion. Los huevos de garrapata eclosionan entre los 8 y 67 dias; las larvas pasan
por un periodo de maduracién tras el cual estdn capacitadas para fijarse a un primer huésped para
alimentarse. Entre los 3 y 7 dias post fijacion, la larva se suelta y busca un lugar resguardado donde
realizar su primera muda y se vuelven ninfas que aparecen entre los 6 y los 23 dias después de la
caida de la larva repleta y estdn preparadas para subir a un segundo huésped para volver a
alimentarse. Se alimenta por 4 a 9 dias pasados los cuales la ninfa repleta se suelta del huésped, cae
al suelo y busca un sitio resguardado para realizar la segunda muda a partir de la cual emergeran
los adultos entre los 12-129 dias después, ya que las ninfas pueden sobrevivir mas de 568 dias en
espera de un huésped. Los machos y hembras adultos se fijan a un tercer huésped para alimentarse;
las hembras s6lo se fijan y succionan sangre una vez y caen al suelo, mientras que los machos se
alimentan en forma intermitente y persisten mas tiempo sobre el hospedador, para que la mayoria

de las hembras queden fecundadas. Estas, una vez alimentadas, caen al suelo y buscan un refugio
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donde realizar la puesta de huevos y empieza de nuevo el ciclo. (Alcaino, 1990; Mehlhorn, 1994;

Viasquez, 1999; Breitschwerdt, 2003) (Fig. N° 16).
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Figura N°16. Ciclo biologico de la garrapata

2.6.4. CONTROL

Las garrapatas se pueden controlar de varias formas, por medio de depredadores (hormigas,
roedores, aves Yy otros), modificando el medio (revestir dreas con cemento, etc.), el clima es una
gran ayuda en el control de garrapatas, o el uso de medios fisicos y quimicos. Debido a las
diferencias de hébitos entre las diversas especies de garrapatas, en un programa de control deben de
determinarse la o las especies que se desean controlar, ya que un plan que es efectivo contra una
especie de un solo huésped, puede no funcionar con otra de 3 huéspedes, por lo que es
indispensable la identificacién, al menos del género, de la garrapata que se quiere controlar. (Rojas,

2001; Kidd, 2003; Fisher, 2006).

Se deben realizar bafos con garrapaticidas y la periodicidad de éstos varia de acuerdo con
la especie de la garrapata que se desea combatir; estd determinado por los dias en que se alimentan
los diferentes estadios evolutivos, se debe buscar que todos los estadios sean atacados por el

ixodicida, con el fin de romper el ciclo. Cuando la garrapata es de tres huéspedes, como la
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Rhipicephalus sanguineus, hay que considerar que los estadios inmaduros (larvas y ninfas) pueden
no estar en el huésped definitivo, por lo que es necesario también realizar control de las garrapatas
en el medio ambiente. Es importante recordar que todos los animales del hogar deben ser tratados

para el control de garrapatas. (Rojas, 2001; Fisher, 2006).

2.7. LA DOXICICLINA

El sistema inmunitario puede verse afectado por una gran diversidad de farmacos que
actian principalmente a través de mecanismos inmunosupresores, inmunoestimulantes y de
generacidon de tolerancia inmunitaria (Krensky ef al., 2007). La utilizacién de estas propiedades en
la regulacién de las respuestas inmunitarias puede resultar en muchas ocasiones beneficiosa en el
tratamiento de diferentes condiciones patoldgicas o en la prevencion del rechazo inmunitario de

organos trasplantados (Krensky et al., 2007, Rang et al., 2008b).

Los inmunosupresores de mayor importancia en la actualidad pueden ser clasificados en
cuatro categorias principales: los glucocorticoides, los inhibidores de lacalcineurina (como la
ciclosporina o el tacrolimus), los antiproliferativos/antimetabdlicos de las células inmunitarias
(como el sirolimus, la azatioprina o el micofenolato demofetilo) y los agentes bioldgicos o
preparados de anticuerpos monoclonales o policlonales dirigidos a células T (como la globulina

antitimocitica o el anticuerpo monoclonal anti-CD3 antihumano de tipo IgG2a murino) (Krensky et

al., 2007; Rang et al.,2008b).

Estos farmacos inmunosupresores presentan una serie de efectos indeseables, como el
riesgo de infecciones por agentes oportunistas o el desarrollo de neoplasias. Esto ha hecho que a
menudo se empleen en el tratamiento de enfermedades autoinmunitarias o en los trasplantes de
organos otras sustancias que lo que permiten es obtener tolerancia inmunitaria evitando la reaccién
especifica dirigida a un antigeno. A modo de ejemplo, podemos destacar que es posible inducir
tolerancia mediante la inhibicidon de la sefialcoestimulante en la presentacion antigénica a través
del empleo de la molécula de proteina de fusién de tipo recombinante, CTLA4lg, y anticuerpos

monoclonales anti-CD80, CD86 o ambos (Krensky et al., 2007).

Las sustancias que son capaces de ejercer un efecto inmunoestimulador y, por tanto, ser
empleadas en el tratamiento de infecciones o inmunodeficiencias, son por lo general menos
conocidas y estudiadas. Entre ellas podemos destacar las citocinas recombinantes (interferones, IL-

2.). Asimismo, se pueden incluir en este grupo de formacos con propiedades inmunoestimulantes
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las vacunas, que permiten obtener una inmunizacién activa frente a antigenos concretos, y las

inmunoglobulinas, administradas para lograr una inmunizacién pasiva (Krensky et al., 2007).

Las sustancias mencionadas por el momento son firmacos empleados precisamente por sus
efectos sobre la respuesta inmunitaria. Sin embargo, cada vez mds fiarmacos que no han sido
tradicionalmente considerados ni inmunosupresores, ni inmunoestimulantes, ni que induzcan

tolerancia inmunitaria, han mostrado poseer efectos no especificos sobre el sistema inmunitario.

Entre estas sustancias cabe destacar un amplio grupo de agentes antimicrobianos, que
incluyen agentes [B-lactimicos, aminoglucdsidos, macrélidos, lincosamidas, fluoroquinolonas y
tetraciclinas, y que pueden actuar sobre el sistema inmunitarioprincipalmente a través de tres
mecanismos (Jiménez-Valera et al., 1997; Hamilton-Miller, 2001; Pasquale & Tan, 2005; Tauber
& Nau, 2008):

- Actuando directamente sobre los componentes del sistema inmunitario.

- Induciendo el desarrollo de cambios sobre la superficie de los microorganismos patégenos,
haciendo que sean mas susceptibles a los mecanismos efectores de la inmunidad.

- Causando la lisis de los microorganismos, con lo que se liberan componentes microbianos que

pueden actuar directamente sobre el sistema inmunitario del hospedador.

Nos centraremos en los aspectos mds relevantes de uno de estos farmacos antimicrobianos,

la doxiciclina, y la familia a la que pertenece, las tetraciclinas.

Las tetraciclinas son un grupo de farmacos con actividad bacteriostitica que fueron
aislados a partir de Streptomyces aureofaciens y descritas en 1948 por Benjamin M.Duggar
(Duggar, 1948). Se trata de un grupo de compuestos anféteros que derivan de la
naftacenecarboxamida policiclica, nicleo tetraciclico, de donde reciben su nombre (Riviere &

Spoo, 2001; Chambers 2007).

Desde su descubrimiento la molécula original ha sufrido numerosas modificaciones
estructurales, dando lugar a otras tetraciclinas semisintéticas con propiedades farmacocinéticas y

actividades antimicrobianas diferentes (Riviere & Spoo, 2001).
Una de las tetraciclinas de mayor relevancia en la actualidad es la doxiciclina, tetraciclina

semisintética que es sintetizada a partir de la oxitetraciclina o la metaciclina y que presenta una

mayor liposolubilidad que otros miembros de su familia, lo que le permite una mayor penetracion
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dentro de las células, confiriéndole una mayor actividad frente a microorganismos intracelulares

(Riviere & Spoo, 2001; Walser, et al., 2012) (Fig. N° 17).

DOXICICLINA
Nombre (IUPAC) sistematico
(Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada)
(22.45.4aR.55 5aR, 6R, 12a5)-2-amino-hydroxymethylidene) -4- dimethylamino-5,10,11,12a-tetrahydroxy-6-methyl-4a,5.5a,6-
tetrahydro-dH-tetracene-1.3,12-trione

Datos quimicos OH O @] OH OH
Formula: C2HayN,>Og
Peso molecular: 444 4 g/mol

Farmacocinética a T a
: H : H :

Biodisponibilidad: >90% N OH -~

Unién proteica: 85%

Vida media: 12h-22h (en perro de 10 a 12 horas (Wilson et al.,1988),)

Excresion: Orina y heces.

Figura N°17. Informacion general de la Doxiciclina.

2.7.1. EFECTOS EN LOS MICROORGANISMOS PATOGENOS YMECANISMO DE
ACCION

De forma general, las tetraciclinas son antibidticos bacteriostaticos que poseen actividad
contra una gran variedad de bacterias grampositivas y gramnegativas, aerobias y anaerobias,

intracelulares y extracelulares (Riviere & Spoo, 2001; Chambers, 2007; Rang et al., 2008a).

También son eficaces frente a algunos agentes patdgenos resistentes a antimicrobianos
activos contra la pared bacteriana, como ciertos agentes pertenecientes al Orden Rickettsiales
(Chambers, 2007; Rang et al., 2008a). Debido a su actividad antimicrobiana de amplio espectro,
estos farmacos se encuentran entre los antibiticos mds prescritos tanto en medicina humana como

en veterinaria.
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Ademads, diversos estudios en el hombre han mostrado que la doxiciclina puede poseer
cierta eficacia en el tratamiento de algunas enfermedades parasitarias causadas por protozoos,
como la malaria o la leishmaniosis cutdnea (Dahl er al., 2006; Masmoudi et al., 2008; Briolant et
al., 2010; Griffin et al., 2010). Se ha sugerido, incluso, que una combinacion de doxiciclina e
ivermectina puede ser eficaz en el tratamiento de unanematodosis, la causada por Dirofilaria immitis

en el perro (Grandi et al., 2010).

Estas sustancias ejercen su accion antibacteriana mediante la unién a la subunidad
ribosomal 30S de los microorganismos sensibles, con lo que impiden la unién del ARN
taminoacilico al sitio aceptor en el complejo ARNm-ribosoma e inhiben asi la sintesis proteica y,
por tanto, el crecimiento y multiplicaciéon de los microorganismos (Hash et al., 1964; Day, 1966;

Geigenmuller & Nierhaus, 1986; Riviere & Spoo, 2001; Chambers, 2007).

2.7.2. FARMACOCINETICA

La administraciéon de la doxiciclina y demds tetraciclinas puede realizarse por via
intravenosa, pero, en general, la administracion por via oral es la ruta preferida en la mayoria de los

animales (Riviere & Spoo, 2001).

La absorcién en el tracto gastrointestinal puede variar dependiendo de la especie animal y
del tipo de formulacién empleada, si bienen el caso de la doxiciclina y la minociclina la absorcién

es practicamente del cien por ciento (Chambers, 2007).

Sin embargo, es importante tener en cuenta que estos compuestos quelancon facilidad los
cationes bivalentes, por lo que su absorcidon disminuye si se administran junto con productos
l4cteos, sales de calcio, magnesio, hierro o zinc, geles de hidréxido de aluminio, subsalicilato de

bismuto, etc. (Riviere & Spoo, 2001; Chambers, 2007).

La vida media de la doxiciclina varia en las diferentes especies animales, habiéndose
descrito en la especie canina una vida media de 10 a 12 horas (Wilson et al.,1988), algo inferior a la
descrita en el hombre (de 16 a 18 horas) (Chambers, 2007) y muy superior a la del ratén, de tan solo

4 horas (Bellahsene & Forsgren, 1985).

Una vez absorbidas, las diferentes tetraciclinas se unen a las proteinas plasmadticas y se

distribuyen extensamente en la mayoria de los tejidos, acumuldndose en las células
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reticuloendoteliales de higado, bazo, médula 6sea, rifiones, en los huesos, dentina y esmalte de los

dientes en crecimiento (Riviere & Spoo, 2001; Chambers, 2007; Rang et al., 2008a).

A pesar de la buena distribucién descrita para las tetraciclinas, existen diferencias entre los
distintos compuestos de este grupo de antimicrobianos y la distribucion de cada una de estas
sustancias en concreto dependerd de su solubilidad lipidica, lo que provoca que algunas

tetraciclinas penetren mejor en ciertos tejidos que otras.

Este es el caso de ladoxiciclina y de la minociclina, que poseen una liposolubilidad cinco a
diez veces mayor que el resto de tetraciclinas y, por tanto, penetran mejor en los tejidos (como
cerebro, liquido cefalorraquideo y prostata) y poseen un mayor volumen de distribucién y mejores

propiedades antimicrobianas globales (Riviere & Spoo, 2001).

La excrecion de la doxiciclina se efectia en su mayor parte con las heces en una forma
inactiva, a diferencia de lo que se observa en otras tetraciclinas, en las que aproximadamente el
60% de la dosis es eliminada por filtracién glomerular (Riviere & Spoo, 2001; Chambers, 2007)
(Fig. N° 18).

Caracteristicas clinicas de la ehrlichiosis después de 21 dias de tratamiento con
Doxiciclina |’ 10 mg;’kg cada 12 horas, cachorros 6a 8 mgfkg}
ANTES DEL DESPUES DEL ANTES DEL DESPUES DEL
SIGNOS TT0. % TT0. % SIGNOS TT0.% TT0.%
Dot 62.50 7.50 Petequias 2.50 250
Pérdida del apetito 52.50 15.00 Tos 2.50 250
Mucosas palidas 42.50 15.00 Secresion ocular 500 0.00
Ganglios inflamados 50.00 0.00 Inflamacicn 500 0.00
Depresion 45.00 2.50 Probl. locomotores 5.00 500
Debilidad 45.00 2.50 Dific. respiratorias 2.50 250
Letargia 45.00 2.50 Conjuntivitis 2.50 .00
Presencia sangrado 20.00 2.50 Pruritos en los ojos 2.50 250
Pérdida de peso 15.00 17.50 Probl. neuroldgicos 2.50 250
Lesiones de piel 20.00 17.50 Ojos inflamados 2.50 0.00
Vomito 15.00 0.00 Lomo arqueado 2.50 15.00
Deshidratacion 10.00 o.00 Equimosis 2.50 2.50
Diarrea 12.50 0.00 Convulsiones 2.50 0.00
Desnutricion 7.50 7.50 Cansancio 2.50 250
Congestion ocular 10.00 0.00 Arritmia cardiaca 2.50 0.00
Secresion nasal 500 0.00 Fiebre 15.00 0.00
Figura N°18. Informacion basada en Brito, D. 2010.
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Esta caracteristica es la responsable de que la doxiciclina ejerza un menor nimero de
efectos adversos, o que produzca efectos secundarios menos marcados que otros miembros de su
familia. En concreto, se ha observado que este farmaco induce menos efectos gastrointestinales que
otras tetraciclinas, siendo el efecto secundario mds comunmente descrito para esta familia
antimicrobiana tanto en animales como en el hombre la aparicién de una irritacion gastrica e
intestinal. No obstante, se ha descrito que, en ocasiones, la doxiciclina puede provocar nauseas y
vomitos en perros y gatos, por lo que se recomienda su administracion junto con alimento, lo que
reduce este efecto adverso. Por otra parte, el uso de la mayoria de las tetraciclinas estd
desaconsejado en animales con insuficiencia renal, precisamente por esa eliminacién por filtracién
glomerular descrita previamente y que no comparte la doxiciclina. La eliminacién de la doxiciclina
en forma de conjugado inactivo con las heces hace que pueda ser empleada incluso en perros con

una afectacion renal (Riviere & Spoo, 2001) (Fig. N° 19).

Parametros Hematologicos después de 21 dias de tratamiento con
Doxiciclina ( 10 mg/kg cada 12 horas, cachorros 6 a 8 mg/kg)
ANTES DEL DESPUES DEL VALOR
VALORES TTO. Li-Ls TTO. Li-Ls NORMAL
Hemoglobina (g/dl) 10.93 4201840 1293 8.50-49.40 12-18
Hematocrito 32.76 13-57 38.32 24.90-58.2 37-55
VCM (FI) 65.67 4308630  66.88 4.90-86.30 60-77
HCM (%) 2246 1202150 @ 28.60 17.3-26.80 19-24
CHCM (g/di) 33.42 293976 34.03 27.7-39.10 33-36
Plaquetas(x10/mm) 3 163.2  soo0-1000  236.07 8.00-529 120-500
Figura. N°19. Daios basados en Brito, D. 2010. Li: Limite inferior,
Ls: limite superior

Otros  efectos adversos de las tetraciclinas que cabe destacar son la apariciéon de
decoloracion de los dientes en crecimiento si son administradas durante el embarazo o durante los
primeros meses de vida, debido a la quelacién del calcio en la dentina o el esmalte, y el retardo del
desarrollo 6seo, aunque la doxiciclina parece ejercer estos efectos de forma mucho menos probable

que otras tetraciclinas (Riviere & Spoo, 2001).
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En humanos menores de 10 afios, segun el tipo de tetraciclina, ya que no todas, producen el
mismo tipo de tincién, se conoce que la tincién varia desde el amarillo al gris, o marrén, en funcién
del medicamento administrado, asi tenemos que la Doxiciclina (Vibramicina), no tifie los dientes

(Rivero E., 2008).

También se ha descrito el desarrollo de fototoxicidad en el hombre tras la administracién de
estos farmacos y, probablemente, también puede aparecer este efecto en otras especies animales.
Otros riesgos de la administracion de tetraciclinas son las superinfecciones y, si son administradas

por via intravenosa rapida, el colapso circulatorio (Riviere & Spoo, 2001).

Como se ha comentado, estas sustancias poseen excelentes propiedades antimicrobianas
para un amplio espectro de agentes infecciosos y, sin embargo, como ocurre en el caso de otros
antibidticos, algunas bacterias han sido capaces de desarrollar mecanismos de resistencia frente a
ellas, que se transmiten generalmente a través de pldsmidos o transposones (Roberts, 1996;

Schwarz & Chaslus-Dancla, 2001).

Entre los diferentes mecanismos de resistencia a la accion de las tetraciclinas desarrollados
destacan el eflujo dependiente de energia del farmaco, que es mediado por proteinas
transmembrana, la proteccion del ribosoma de la actuacion de la tetraciclina, en la que participan
diferentes tipos de proteinas, y la inactivacién enzimadtica de las tetraciclinas (Speer et al., 1992;

Roberts, 1996; Taylor & Chau, 1996; Schwarz & Chaslus-Dancla 2001).

2.7.3. EFECTOS NO ANTIMICROBIANOS

Como se ha comentado previamente, la excelente actividad antimicrobiana de la
doxiciclina y de otras tetraciclinas no es la unica caracteristica que ha hecho que sean tan
populares, sino que, de forma temprana tras su descubrimiento, se comenzaron a describir otras
propiedades de estos firmacos que son independientes de sus efectos antimicrobianos y que hacen
que en la actualidad existan mas de 130 ensayos clinicos en marcha evaluando su posible empleo
como inmunomoduladores o antiinflamatorios en patologias tan dispares como la artritis
reumatoide, la periodontitis, enfermedades dermatolégicas de base inmunomediada o ciertos tipos

de neoplasias (Tauber & Nau, 2008; Griffin et al., 2010).
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Ya en 1950, se comenzaron a describir en la bibliografia ciertos efectos de las tetraciclinas
sobre el sistema inmunitario tanto innato como adaptativo, considerdndose en un principio estas
caracteristicas como un efecto secundario indeseable de aquellos antimicrobianos que habian sido
descubiertos recientemente (Mufioz & Geiser, 1950; Forsgren et al., 1974; Thong & Ferrante,

1979).

Se observé que algunas funciones de los leucocitos polimorfonucleares podian verse
inhibidas por las tetraciclinas, como la quimiotaxis, la fagocitosis, la degranulacién o la destruccién
de los microorganismos fagocitados (Forsgren et al., 1974; Forsgren& Schmeling, 1977; Welch et
al., 1981; Gabler & Creamer, 1991). También se describi6 para las tetraciclinas un efecto inhibidor
de la generacién de radicales libres de oxigeno por parte de los neutrdfilos (Gabler & Creamer,
1991), lo que influiria en los mecanismos de eliminacién de los agentes patégenos. Se ha sugerido
que estos efectos inhibidores sobre las funciones de los neutrdfilos podrian estar mediados, al
menos en parte, por la quelacidn de cationes divalentes, especialmente Mg2+ yCa2+ (Kloppenburg

et al., 1995a).

Las tetraciclinas también ejercen algunos efectos sobre la proliferacién y actividad de los
linfocitos sanguineos. Asi, Thong y Ferrante en 1979 observaron en estudios experimentales in
vitro que la doxiciclina y, en menor medida, la tetraciclina y laoxitetraciclina eran capaces de
ejercer un potente efecto inhibidor de las respuestas linfoproliferativas inducidas por mitégenos en

linfocitos humanos (Thong & Ferrante, 1979).

En modelos in vivo, se ha descrito una disminucién de las respuestas de base celular en
ratones a los que se les habian administrado tetraciclinas, efecto especialmente marcado con la
doxiciclina (Thong & Ferrante, 1980), asi como una inhibicién de la proliferacion de las células T
en ratas tras la administracién de oxitetraciclina, no observandose este efecto en la poblacién de

células B sanguineas (Van den Bogert & Kroon, 1982).

Posteriormente, se ha descrito una inhibicién dosis-dependiente de la proliferacién de
células T tras la adicién de minociclina o doxiciclina en cultivos celulares que se acompafa de una
reduccién en la produccién de diferentes citocinas por parte de estas células, concretamente de TNF-
o, IFN-y e IL-2, asi como de una disminucién en la respuesta frente a IL-2 en los linfocitos T

(Kloppenburg et al., 1995b).
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Otras citocinas cuya sintesis parece resultar afectada por las tetraciclinas son la IL-1 y la

IL-6 (Milano et al., 1997; Zanjani et al., 2006).

Del mismo modo, se ha descrito una disminucidn en los niveles en sangre de las citocinas
derivadas de células T IFN-y e IL-10, asi como de la citocina inflamatoria TNF-a en pacientes con
infeccién por Orientia tsutsugamushi después de administracion terapéutica de doxiciclina (Chung

et al., 2008).

No obstante, es importante sefialar que los efectos que estas sustancias ejercen sobre la
sintesis de estos mediadores inmunitarios no son iguales en todos los tipos celulares, habiéndose
descrito, al contrario que para los linfocitos T, un efecto inmunoestimulante para los

monocitos/macréfagos (Kloppenburg et al., 1996).

El mecanismo por el que se produce esta inhibicién de las funciones linfocitarias no se
encuentra claramente definido, habiéndose propuesto varias hipétesis que podrian explicarlo. Asi,
se ha sugerido que la interferencia en la sintesis proteica mitocondrial (Van den Bogert & Kroon,
1982) o el efecto de las tetraciclinas como agentes quelantes de cationes divalentes sobre los
niveles intracelulares de calcio en los linfocitos (Kloppenburg ef al., 1995b) pueden estar
relacionados con esta inhibicidn. Por otra parte, se ha observado que la doxiciclina es capaz no solo
de inhibir la proliferacién de los linfocitos T, sino también de inducir la eliminacién de estas

células mediante apoptosis mediada por la interaccion Fas/Fas ligando (Liu et al.,1999).

La actividad de las tetraciclinas sobre las poblaciones linfocitarias no se centra inicamente
en los linfocitos T. En este sentido, Kuzin y colaboradores describieron en 2001 que la doxiciclina
presenta efectos especificos sobre los linfocitos B, bloqueando selectivamente algunas de las
actividades caracteristicas de los linfoblastos activados y de las células B diferenciadas. Asi, se ha
descrito que la doxiciclina es capaz de suprimir la secreciéon de inmunoglobulinas y el cambio de

clase en las células B in vitro (Kuzin et al., 2001).

Sin embargo, la influencia de las tetraciclinas sobre la sintesis de inmunoglobulinas in vivo
es controvertida, habiéndose descrito tanto una supresion de la sintesis de anticuerpos (Bellahsene &
Forsgren, 1985) como la ausencia de efecto de estas sustancias sobre las respuestas humorales en

modelos experimentales (Thong & Ferrante, 1980).
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Entre todas las propiedades no antimicrobianas de las tetraciclinas probablemente la mejor
caracterizada sea su habilidad para inhibir a las metaloproteinasas (MMPs), familia de
endopeptidasas dependientes de zinc que estdn implicadas en numerosos procesos fisioldgicos,
como el desarrollo embrionario y la remodelacion de tejidos, pero cuya desregulacidon participa
también en la patogenia de ciertos procesos patolégicos, entre ellos las neoplasias, la enfermedad
periodontal 'y la artritis reumatoide (Griffin er al.,2010). LasMMPs se han clasificado
histéricamente en funcién de la especificidad de su sustrato encolagenasas (que incluyen, entre
otras, las MMP-1, 8 y 13), gelatinasas (MMP-2 y 9), estromelisinas (MMP-3, 7, 10 y 11) y
matrilisinas, pero actualmente se clasifican en funcién de la estructura de la enzima en cinco grupos
de MMPs secretadas y tres de MMPs asociadas a la membrana (MT-MMP) (Egeblad & Werb,
2002).

Desde los estudios de Golub y colaboradores a principios de los afios 80 en los que se
describia la actividad de la minociclina como inhibidora de la colagenolisis en las encias de ratas
con diabetes inducida experimentalmente y en fluido gingival de pacientes con enfermedad
inflamatoria periodontal (Golub et al.,1983), numerosos estudios han demostrado esta actividad
supresora de las tetraciclinas sobre diferentes MMPs, como MMP-2, 8, 9, 12 o 13 (Golub et
al.,1987; Suomalainen et al.,1992; Hanemaaijer et al.,1997; Seftor et al.,1998a; Golub et al.,2001;
Lee et al.,2001; Grenier et al., 2002; Fiotti et al., 2009, Roomi et al., 2010).

Se ha observado que estos fiarmacos son capaces de inhibir la actividad de MMPs
intersticiales de una gran variedad de fuentes celulares y tisulares, como las originadas en
neutréfilos, macréfagos, osteoblastos, condrocitos o células tumorales, o las que se hallan en piel o

cornea (Kloppenburg et al.,1995a).

Sin embargo, se ha sugerido que las enzimas que parecen estar implicadas de forma mas
directa en los procesos fisiologicos de remodelado y reparacién tisular, como la MMP-1, podrian

ser mas resistentes al efecto inhibidor de las tetraciclinas (Suomalainen et al., 1992).
El mecanismo por el que las tetraciclinas son capaces de inhibir las MMPs no hasido atn
completamente dilucidado aunque se cree que ejercen sus efectos antiproteoliticos tanto por la

inhibicién directa de las MMPs como por la inhibicién de su expresion (Griffin et al., 2010).

La inhibicién directa de las MMPs parece estar mediada por la interaccién entre la

molécula de la tetraciclina e iones metalicos en la propia MMP, ya que la supresion de estas
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enzimas puede revertirse por la adiciéon de Ca2+ o Zn2+ (Golub et al., 1983, Golub et al., 1987,
Griffin et al., 2010).

Se ha observado que las tetraciclinas modificadas quimicamente (CMT), que han perdido
su capacidad antimicrobiana al eliminarse el grupo dimetilamino de la posiciéon C4 del anillo A,
mantienen sus propiedades antiproteoliticas, por lo que ambas propiedades parece que son
independientes entre si y dependen de regiones diferentes de la molécula del fairmaco (Golub et

al.,1987; Acharya et al., 2004).

Esta caracteristica podria ser beneficiosa de cara a la utilizacién a largo plazo del grupo de
las tetraciclinas en enfermedades no infecciosas, ya que mediante el empleo de estas CMT sin
actividad antibidtica se podria evitar la aparicion de resistencias bacterianas a estas sustancias

(Golub et al., 1987).

La eficacia de la inhibicién de estas enzimas por una tetraciclina en concreto depende tanto
de las caracteristicas de la tetraciclina como de la MMPs y del pH, aunque el mecanismo por el que

existen estas diferencias es desconocido (Golub et al., 1991; Griffin et al., 2010).

La supresion de ciertas MMPs es beneficiosa en muchos procesos patolégicos en los que la
protedlisis de la matriz extracelular contribuye a la patogenia y en las que se han encontrado
niveles elevados de estas enzimas, como en enfermedades de base inflamatoria y/o tumoral (Griffin
et al., 2010), lo que ha justificado el estudio del posible empleo de las tetraciclinas en un gran
nimero de enfermedades tanto en animales como en el hombre. Entre estos estudios destacan los
llevados a cabo en modelos de artritis reumatoide y osteoartritis, en los que se ha confirmado que
en cultivos de células sinoviales reumatoides obtenidos de pacientes con esta patologia las
tetraciclinas (mds concretamente doxiciclina, CMT-1 y CMT-3) acttian inhibiendo la invasion de la
matriz del cartilago por estas células y la actividad catalitica de la MMP-8, asi como su sintesis al

disminuir la expresién de mRNA de esta MMP (Hanemaaijer et al., 1997, Seftor et al.,1998a).

También, se ha descrito en la bibliografia que el empleo de minociclina en medicina humana
en pacientes con artritis reumatoide podria ser beneficioso (Tilley et al., 1995, O'Dell et al.
1999), asi como el uso de doxiciclina para el tratamiento de osteoartritis en el perro
(Nganvongpanit et al., 2009). Son también numerosos los trabajos llevados a cabo en medicina
humana evaluando el papel de las tetraciclinas en el tratamiento de enfermedades inflamatorias

periodontales, habiéndose mostrado resultados favorables a este respecto, con disminucidon de la
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colagenolisis en los tejidos blandos y disminucidn de la resorcidon 6sea (Golub et al., 1983;Golub et

al., 1991; Ramamurthy et al., 1998b; Golub et al., 2001; Grenier et al., 2002;).

En cuanto al posible empleo de las tetraciclinas en terapias anticancerigenas, hasta el
momento se han documentado resultados prometedores en la reduccion de la capacidad invasiva y
de metastasis en lineas celulares humanas de melanoma, adenocarcinoma de colon, fibrosarcoma y
cancer cervical y ovdrico, asi como en modelos experimentales in vivo de cancer de mama (Seftor

et al., 1998b; Lee et al., 2001; Duivenvoorden et al., 2002; Roomi et al., 2010).

Por otra parte, se ha observado en modelos experimentales de tdlceras cornealesestériles en
conejo que la administracion de tetraciclina sistémica es capaz de reducir dicha ulceracién (Seedor

et al., 1987).

A su vez, la aplicacion tdpica de las tetraciclinas podria ser beneficiosa en el tratamiento de
heridas crénicas, al haberse detectado una normalizacién de la curaciéon de las heridas en ratas

diabéticas tras la aplicacion de CMT-2 (Ramamurthy ef al., 1998a).

Otros trabajos que cabe destacar evalian el papel neuroprotector de estas sustancias en
patologias neurodegenerativas, asi como su uso en el tratamiento temprano de patologias cardiacas

(Zanjani et al., 2006, Familian et al., 2007, Rizzi et al., 2010).

Ademas de esta actividad sobre las metaloproteinasas, se ha constatado que las tetraciclinas
presentan otras propiedades que pueden ayudar a sus efectos antiinflamatorios e
inmunomoduladores. En este sentido, se ha observado que las tetraciclinas dan lugar a una
disminucién especifica de los niveles de la sintasa de 6xido nitrico (NOS) al inhibir la expresion de
ARNm de NOS, asi como a una disminucién en la produccién de NO. Se ha sugerido que esta
habilidad de las tetraciclinas para actuar sobre el NO podria ser la responsable, al menos de forma
parcial, de la amplia variedad de propiedades que han demostrado poseer estas sustancias (Amin et

al., 1996, Milano et al., 1997, Amin et al., 1997, D'Agostino et al., 1998).

Ademds, ciertas CMT son capaces de inhibir no sélo la produccién de NO, sino también

de prostaglandina E2 en diferentes tipos celulares activados (Patel et al., 1999).
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A estos efectos sobre el NO y prostaglandina habria que afiadir los efectos descritos
previamente de las tetraciclinas sobre otros mediadores proinflamatorios, como TNF-a, IL-1 o IL-6,

por parte de las células del sistema inmunitario (Kloppenburg et al., 1995b; Milano et al., 1997).

A pesar de la descripcidn en la bibliografia de esta amplia variedad de propiedades de la
doxiciclina y demads tetraciclinas y de la existencia de un elevado nimero de trabajos en marcha
evaluando estas sustancias para su empleo basado en sus funciones no antimicrobianas en
patologias inflamatorias, inmunomediadas o tumorales en medicina humana, en veterinaria las
referencias bibliograficas que pueden encontrarse se centran basicamente en el empleo de estas

sustancias por su papel como antimicrobianos.
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III. CONCLUSIONES

Hasta ahora se ha detectado en 27 Distritos de Lima la presencia de ehrlichiosis canina en
perros.

La excesiva produccién de anticuerpos junto con una respuesta celular disminuida parece
influir decisivamente en la patogenia de la enfermedad.

En la fase crénica de la ehrlichiosis monocitica canina se puede observar también la
existencia de dafo renal, aunque en este caso se asocia con el desarrollo de una
glomerulonefritis con sindrome nefrético.

La eliminacion de la doxiciclina en forma de conjugado inactivo con las heces hace que
pueda ser empleada incluso en perros con una afectacion renal.

La dosis recomendad debe ser de 10 mg/Kg dos veces al dia.

La accioén inhibitoria inmune de la Doxiciclina potencializa la recuperacién del animal.
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IV. RECOMENDACIONES

Realizar trabajos de investigacién comparativos de la Doxiciclina con otros antibioticos,
pero a dosis de 10 mg/ Kg de peso 2 veces al dia.
A nivel de Estado, sensibilizar a la poblacién sobre el control de las garrapatas y las

enfermedades que transmiten.
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