7\

UNIVERSIDAD DE LAS PALMAS DE GRAN CANARIA Facultadde Veterinaria
Departamento de Patologia Animal, Produccion Animal o T
Bromatologia, Ciencia y Tecnologia de los Alimentos

PROGRAMA DE DOCTORADO EN CLINICA
E INVESTIGACION TERAPEUTICA

DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA ANIMAL, PRODUCCION ANIMAL,
BROMATOLOGIA Y TECNOLOGIA DE LOS ALIMENTOS

TESIS DOCTORAL
Doctorado Europeo

ESTUDIO DE BIOMARCADORES

DE DANO CARDIOPULMONAR

EN LA DIROFILARIOSIS CANINA
POR DIROFILARIA IMMITIS

Doctoranda

Elena Carreton Gomez

Arucas, 1 de Abril de 2013






/2

UNIVERSIDAD DE LAS PALMAS DE GRAN CANARIA
Departamento de Patologia Animal, Produccion Animal
Bromatologia y Tecnologia de los Alimentos

José Alberto Montoya Alonso, Doctor en veterinaria y Catedratico de Medicina y
Cirugia Animal del Departamento de Patologia Animal, Produccién Animal,
Bromatologia y Tecnologia de los Alimentos de la Facultad de Veterinaria de la
Universidad de Las Palmas de Gran Canaria y Director del programa de doctorado
“CLINICA E INVESTIGACION TERAPEUTICA”

INFORMA:

Que D2. Elena Carreton Gémez, Licenciada en Veterinaria, ha
realizado, bajo mi direccion y asesoramiento, el presente trabajo de tesis doctoral
titulado: “Estudio de biomarcadores de dafio cardiopulmonar en la dirofilariosis
canina por Dirofilaria immitis” que considero reune las condiciones y calidad
cientifica necesarias, para su presentacion y defensa, para optar al titulo de Doctora

Europea por la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria.

Lo que firmo, a los efectos oportunos, en Arucas (Las Palmas) a
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Oggetto: Doctoranda Elena Carretén Gomez
Tesis Doctoral “Estudio de biomarcadores de dafio cardiopulmonar en la
dirofilariosis canina por Dirofilaria immitis”

Programa de Doctorado en Clinica e Investigacion Terapéutica

Dichiaro di avere preso visione della tesi in oggetto in tutte le sue parti e di avere
steso il seguente giudizio sulla base del lavoro di ricerca svolto dalla dottoranda e
sulle mie conoscenze dell’argomento in qualita di esperto della filariosi

cardipolmonare del cane.

Milano 11 aprile 2013

Claudio Genchi, DMV, Dipl. EVPC
Ordinario di Malattie Parassitarie
Presidente del Comitato di Direzione della Facolta di Medicina Veterinaria

Universita degli Studi di Milano
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La tesi ha una parte di introduzione sulla tassonomia, biologia e ruolo
del’endosimbionte Wolbachia, epidemiologia, patogenesi, clinica e diagnosi della
filariosi cardiopolmonare del cane. Inoltre due capitoli sono dedicati alla profilassi e

alla terapia della infezione.

L’analisi € completa e ben fatta, ricca di spunti critici che dimostrano la profonda
conoscenza da parte della dottoranda dell’argomento trattato non solo dal punto di
vista bibliografico, ma anche scaturita dall’esperienza diretta che la candidata ha
avuto modo di formarsi sui vari aspetti clinico-patologici della malattia nel corso della
sua attivita di ricerca presso il Departamento de Patologia animal, Produccion
animal, Bromatologia y Tecnologia de los Alimentos della Facolta di Medicina

Veterinaria de Las Palmas de Gan Canaria.

La seconda parte della tesi riguarda nello specifico I'attivita di ricerca della
dottoranda relativa allo studio di biomarcatori del danno cardiaco in corso di filariosi
cardiopolmonare del cane. Anche in questo caso, una parte introduttiva &€ dedicata
alla storia dei biomarcatori cardiaci e la loro applicazione a fine diagnostico sia in

ambito di medicina umana, sia di medicina veterinaria.

Il lavoro di ricerca della dottoranda riguarda in particolare tre marcatori: le troponine
cardiache (T e 1), la mioglobina e il dimero-D.

Anche in questo caso il significato di questi marcatori & ben illustrato, denota una
completa conoscenza dell’argomenti da parte della dottoranda che ne espone con
chiarezza il significato prognostico e diagnostico, i limiti e i vantaggi.

| risultati riguardanti i marcatori cardiaci sono illustrati in quattro lavori scientifici su
Veterinary Parasitology, pubblicazione ad elevato IF e di riferimento per i ricercatori
che si interessino dei vari aspetti che riguardano, tra 'altro, la patogenesi e la

diagnosi della malattie parassitarie, e una in corso di stampa sullo stesso
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Tel 02 50318070 - Fax 02 50318079 - E-mail: divet@unimi.it
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giornale [Utility of cardiac biomarkers during adulticide treatment of heartworm

disease (Dirofilaria immitis) in dogs].

La candidata, dopo avere dimostrato la possibilita di impiegare la troponina | e la
mioglobina quali marcatori del danno cardiaco e il dimero-D quale indicatore per la
diagnosi di tromboembolismo in corso di filariosi cardiopolmonare del cane [Vet
Parasitol, 2011 176: 313-316], conferma i sui dati in uno studio immunoistochimico
che conferma che I'aumento dei livelli di mioglobina e troponina | quali indicatori del
danno cardiaco [Vet Parasitol 2012 189: 390-393]. Nel prosieguo della sua attivita di
ricerca la candidata prende in esame li dimero-D dimostrandone la presenza, sempre
su base istochimica, in cani infestati sperimentalmente e con infestazioni naturali da
D. immitis. | risultati dimostrano che i depositi del dimero risultano associati con il
tromboembolismo e la presenza di microfilarie nel circolo ematico, oltre allaumento
del dimero a livello plasmatico. Se ne conclude che il monitoraggio del dimero possa
essere un utile indicatore di tromboembolismo polmonare e che le microfilarie siano
causa di microtrombosi a livello renale, contribuendo al danno renale in corso di
infestazione [Vet Parasitol 2013 191: 182-186]. |l dimero-D risulta inoltre un utile
indicatore per la valutazione e il monitoraggio del tromboembolismo polmonare nel
corso della terapia adulticida [Vet Parasitol, 2013, in stampa]. Una ultima
pubblicazione riguarda la valutazione della troponina I, mioglobina, I'isoenzima MB
della creatin chinasi e dell’aspartato amino transferasi in cani infestati da D. immitis e
trattati con ivermectina, melarsomina sodica e doxyciclina. All'inizio dello studio, i
cani con elevata carica parassitaria presentano un aumento di troponina e tali si
mantengono nel corso dello studio. La candidata conclude che la valutazione dei

biormarcatori cardiaci appare di aiuto nel corso della terapia adulticida.
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Tutti gli studi sono condotti in modo corretto, i metodi ben illustrati e congrui a
dimostrare I'ipotesi sperimentale, i risultati e le conclusioni chiari e convincenti e
dimostrano uno sviluppo dell’iter scientifico della candidata congruente e ben

delineato.

L’attivita di ricerca della candidata € inoltre documentata da 13 pubblicazioni, tutte su

riviste con reviewers e IF e numerose comunicazioni a congressi internazionali.

In conclusione, la tesi e il curriculum della candidata denotano ottima propensione
alla ricerca, impegno, autonomia e coerenza nella attivita scientifica, profonda
conoscenza dell’argomento specifico trattato nella tesi oltre, piu in generale, della
patologie del cane e dei relativi metodi di indagine.

Il mio giudizio sulla candidata e sul sulla tesi, sulla sua organizzazione e

presentazione non pud che essere del tutto positivo.

Claudio Genchi
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Tel 02 50318070 - Fax 02 50318079 - E-mail: divet@unimi.it
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Ana Cristina Silvestre Ferreira, Professor Auxiliar, do Departamento de Ciéncias Veterinarias da
Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro, no que respeita a tese de doutoramento intitulada
“Estudio de biomarcadores de daiio cardiopulmunar en la dirofilariosis canina por Dirofilaria
immitis” apresentada pela doutoranda Elena Carreton Gomez e apos a sua leitura cuidada tenho a

declarar para os devidos efeitos, que a considero apta para a sua defesa piblica.

A tese esta bem apresentada com uma organizagio correta e apoiada numa bibliografia vasta e atual.
E constituida por cinco artigos publicados numa revista cientifica da especialidade com um bom
indice de impacto, o que atesta a qualidade do trabalho cientifico desenvolvido pela candidata, bem
como o seu reconhecimento pela comunidade cientifica.

O uso de biomarcadores para o reconhecimento do estado de doenga é hoje em dia um campo de
trabalho para médicos, veterinarios e investigadores e a dirofilariose canina uma doenga emergente
pelo que, o tema desta tese, para além de bastante atual, abre a possibilidade de novas e

interessantes linhas de investigagao.

Vila Real, 8 de Abril de 2013
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A Alberto, quien me ha hecho descubrir la magia de la
investigacion, me ha inspirado y me ha motivado durante
estos geniales cuatro afos. jGracias jefe!



Ilustraciones de la portada cedidas por Carlos Montoya Alonso



“Yeah, Mr. White! Yeah,science!”
(Jesse Pinkman, Breaking Bad)

“Back off, man. | am a scientist™.
(Dr. Peter Venkman, Ghostbusters)

Esta tesis ha sido parcialmente financiada por la Agencia Canaria de Investigacion, In-
novacion y Sociedad de la Informacion a través del Programa de Formacion de Personal
Investigador, y por los proyectos de investigacion C20080100093 y SA090/A09.
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Introduccion

La dirofilariosis cardiopulmonar es una enfermedad de caracter grave producida
por el nematodo Dirofilaria immitis que, en su forma adulta, se localiza principalmente
en las arterias pulmonares y en el ventriculo derecho de su hospedador, produciendo la
dirofilariosis cardiopulmonar, un proceso también conocido como “enfermedad del gu-
sano del corazoén” o “heartworm disease”. La denominacion de la enfermedad hace re-
ferencia a que, durante muchos afios, los veterinarios observaban los parasitos en el co-
razon derecho durante el examen postmortem; sin embargo, los parasitos generalmente
se encuentran en la arteria pulmonar y sélo pasan al ventriculo derecho en las fases mas
avanzadas de la enfermedad. Su curso es progresivo y potencialmente fatal, agravado
por el hecho de que sus primeras fases son asintomaticas y cuando el animal infectado
presenta sintomatologia, esta suele ser caracteristica de un cuadro avanzado de la enfer-
medad. En zonas endémicas, los veterinarios incluyen la dirofilariosis en el diagnostico
diferencial cuando se presenta un animal con sintomatologia cardiorrespiratoria.

Esta parasitosis tiene distribucion mundial, con amplia presencia en zonas templa-
das, subtropicales y tropicales, donde proliferan los mosquitos que actiian como vecto-
res. Ademas, en los ultimos afios se ha constatado su expansion desde zonas endémicas
a zonas previamente consideradas libres de la enfermedad. Esto probablemente se deba
a una serie de factores, como son el cambio climatico, la urbanizacidén de nuevas areas
en las que se crea microclimas adecuados para el mantenimiento de los mosquitos trans-
misores, asi como la formacion de nuevas zonas de cultivo. Junto con el aumento del
libre transporte y comercio de animales reservorios de la enfermedad y la introduccion
de nuevas especies de mosquitos potencialmente transmisores, la expansion de la enfer-
medad parece inevitable, por lo que el papel tanto del veterinario como del propietario
en el control de esta enfermedad es sumamente importante.

El hombre también puede resultar infectado en las zonas donde la dirofilariosis es
endémica en perros, desarrollando como signo caracteristico un nédulo pulmonar, de-
nomindndose dirofilariosis pulmonar humana. Dichos nddulos son benignos y general-
mente asintomaticos. No obstante, su descubrimiento provoca la sospecha de una causa
maligna, induciendo al médico a intervenir quirdrgicamente.




El tratamiento de esta enfermedad consiste en eliminar todas las fases parasitarias
del organismo del animal. Se trata de un procedimiento largo, agresivo y no exento de
riesgo para la salud y la vida del animal, siendo un desafio para el veterinario en las
formas mas avanzadas de la enfermedad. Afortunadamente, el protocolo de tratamiento
adulticida ha ido evolucionando desde hace afios y el paso de la tiacetarsamida a la me-
larsomina ha mejorado exponencialmente el porcentaje de tratamientos llevado a cabo
con éxito.

Debido a su gravedad y a la amenaza que supone para la vida de la mascota, su
amplia distribucion y su potencial zoondsico, resulta de gran interés profundizar en el
estudio de la patologia de esta enfermedad.

Los biomarcadores de dafio cardiopulmonar llevan desarrollandose en la medicina
humana desde los afios 50, cuando se comenz6 a emplear la determinacion de la acti-
vidad de la enzima aspartato aminotransferasa (AST) para diagnosticar infarto agudo
de miocardio. A partir de entonces, se han conseguido grandes avances que han lo-
grado, mediante el empleo de métodos no invasivos como la medicidén serologica de
biomarcadores, diagnosticar con precision y rapidez eventos cardiorrespiratorios, que
permiten actuar con rapidez y mejorar, por lo tanto, la supervivencia y el pronostico del
paciente. La medicina veterinaria ha acogido con gran entusiasmo el estudio de estas
determinaciones seroldgicas, y durante los ultimos 15 afios ha habido una avalancha de
publicaciones valorando la utilidad de los diversos biomarcadores en diferentes patolo-
gias cardiopulmonares en pequefios animales con prometedores resultados, permitiendo
confirmar el diagnostico en casos dudosos, evaluar la gravedad de la enfermedad y
monitorizar la evolucion de la misma, entre otras posibilidades.

Por lo tanto, la determinacion de estos biomarcadores nos ofrece la posibilidad de
evaluar una patologia que cursa con dafio en el sistema cardiopulmonar, como es la
dirofilariosis canina, de forma que permita valorar de forma mas adecuada el estado del
animal afectado. Asi, podrian ofrecer informacion util y complementaria al veterinario
a la hora de emitir un pronostico mas preciso al propietario, asi como a decidir el pro-
tocolo terapéutico adecuado a aplicar en cada caso. Ademads, podrian permitir valorar y
monitorizar el curso del tratamiento, de forma que permitirian tomar medidas coadyu-
vantes si el veterinario lo considerara necesario.

Asi, nacid6 el objetivo de esta tesis doctoral, que es evaluar y valorar los biomarca-
dores de dafio cardiopulmonar en la dirofilariosis canina.
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’As a scientist, you offer hope. Think about it
(Thomas Zarek, Battlestar Galactica)




Objetivos

Atendiendo a las consideraciones expuestas en el apartado anterior, se plantearon
los siguientes objetivos:

1. Establecer los valores serologicos de los biomarcadores de dano cardiopulmonar,
troponinas T e I cardiacas, mioglobina y dimero-D, y comprobar su utilidad en la eva-
luacion del dafio provocado por Dirofilaria immitis en el perro.

2. Determinar, mediante técnicas de inmunohistoquimica, la presencia de dimero-D en
tejido pulmonar y renal de perros infectados por D. immitis, y correlacionarla con mo-
dificaciones serologicas de este biomarcador.

3. Estudiar las variaciones de dimero-D en perros infectados por D. immitis, durante el
tratamiento adulticida con ivermectina, doxiciclina y melarsomina, siguiendo el proto-
colo terapéutico recomendado por la American Heartworm Society.

4. Evaluar, mediante técnicas de inmunohistoquimica, la pérdida intracelular de tropo-
nina | cardiaca y mioglobina en tejido miocardico de perros infectados por D. immitis,
correlacionando los cambios histoldgicos con las elevaciones serologicas de esos mar-
cadores.

5. Valorar las variaciones de los biomarcadores troponina I cardiaca y mioglobina, en
perros infectados por D. immitis durante el tratamiento adulticida con ivermectina, do-
xiciclina y melarsomina, siguiendo el protocolo terapéutico recomendado por la Ame-
rican Heartworm Society.
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“The most exciting phrase to hear in science, the one that heralds
new discoveries, is not ‘Eureka!’, but ‘That’s funny...”
(Isaac Asimov)




Dirofilariosis cardiopulmonar canina

1. TAXONOMIA

Dirofilaria immitis es un nematodo filaroideo de la familia Onchocercidae, y
la subfamilia Dirofilariinae, que comprende los géneros Dirofilaria y Loa (Marquardt
et al., 2000). Dentro del género Dirofilaria, se reconocen diversas especies entre las
que destacan por su importancia clinica y su amplia distribucion D. immitis y D. repens.

2. CICLO BIOLOGICO

Dirofilaria immitis es un parasito filiforme, de color blanquecino y que presenta
dimorfismo sexual. Los machos tienen un diametro de 0.7-0.9 mm y una longitud de
12-20 cm; ademads, presentan el extremo posterior enrollado en forma de espiral. Las
hembras poseen un didmetro de 1-1.3 mm y una longitud de 15-30 cm; son ovovivipa-
ras; los huevos larvados eclosionan en el utero, eliminando en sangre periférica a las
microfilarias o larvas de primer estadio (290-330 um de longitud y 7 um de didmetro)
(McCall et al., 2008b).
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Figura 1. Ciclo biologico de Dirofilaria immitis




Se trata de una enfermedad de ciclo indirecto por transmision vectorial. Los hos-
pedadores definitivos son canidos y félidos, tanto domésticos como silvestres, quienes
albergan las formas adultas del parasito. Los hospedadores intermedios son mosquitos
que pertenecen a los géneros Culex, Aedes, Anopheles, Culiseta y Coquillettidia (Can-
crini y Kramer, 2001; Cancrini et al., 2006). El ser humano puede actuar como hospe-
dador accidental del parasito por lo que esta enfermedad presenta un caracter zoondsico
(Simon et al., 2001; 2005).

El mosquito se infecta cuando toma sangre de un perro con microfilarias circulantes.
Una vez han sido ingeridas por el mosquito, las microfilarias migran desde el intestino
a los tubos de Malpighi en 24-36 horas, donde se desarrollan hasta su estado infectivo
(L3) (Taylor, 1960; Abraham, 1988; Cancrimi y Kramer, 2001).

El tiempo necesario para que la larva se desarrolle en el mosquito depende de la
temperatura ambiental. A 27°C y 80% de humedad relativa, el desarrollo de las L3 dura
unos 10-14 dias (Orihel, 1961; Slocombe et al., 1989). A temperaturas mas bajas, el de-
sarrollo es mas lento y a temperaturas por debajo de 14°C detienen su desarrollo, pero se
reanuda cuando los mosquitos se exponen a temperaturas mas elevadas, incluso durante
periodos cortos de tiempo (Cancrini et al., 1988; Wu et al., 1995).

Las L3 infectantes migran hasta el espacio cefélico, llegando a las glandulas saliva-
res y proboscide. Cuando el mosquito se alimenta, inocula las larvas infectantes en el
hospedador definitivo (McGeevy et al., 1974). Estas penetran en el tejido subcutaneo,
donde mudan rapidamente a L4 (Kotani y Powers, 1982; Litchlenfels et al., 1985). En
los tres dias siguientes, las larvas L4 permanecen en el tejido subcutaneo, cerca del
punto de penetracion. Hacia el dia 21, las larvas migran entre las fibras musculares y
sobre el dia 41 estan presentes en el abdomen ¢ en el térax. La muda de L4 a L5 (jovenes

L3 Dia 0 (Inoculacion) Subcutaneo

L4 Dia 3-10 Musculatura

L4 Dia 21 Musculatura (abdomen)

L4 Dia 41 Musculatura (abdomen/torax)

LS Dia 50-70 Penetracion en yugular /otras venas
LS Dia 70-85 primeras larvas llegan a pulmon
Juvenil Dia 90-120 Todas en arterias pulmonares
Adulto Dia 120 (4° mes) Art. pulmonares principales
Microfilaremia Dia 210-270 (7°-9° mes) Sangre periférica

Tabla 1. Fases del desarrollo de Dirofilaria immitis en el perro.




pre-adultos, aun sexualmente inmaduros) ocurre entre los dias 50 y 70. Las primeras L5
penetran en una vena sistémica y son transportadas por el torrente sanguineo hasta las
arterias pulmonares, en cuyas ramas terminales quedan fijadas ingresando, asi, al siste-
ma cardiopulmonar (Orihel, 1961; Kotani y Powers, 1982). La presion del flujo venoso
las obliga a permanecer en las ramas terminales de las arterias pulmonares (Rawlings et
al., 1978); en los pulmones maduran durante unos 3 meses mas hasta alcanzar su estado
de adultos (Kume e Itagaki, 1955; Hayasaki, 1996). Segtn crecen, van migrando hacia
arterias mayores hasta que alcanzan la madurez completa, y se localizan en arterias pul-
monares principales y arterias lobares. Los perros comienzan a presentar microfilaremia
entre 6.5 y 9 meses post-infeccion (Orihel, 1961; Kotani y Powers 1982; Anderson,
2000). En el perro, las filarias adultas pueden vivir unos 5-7 afios, y las microfilarias
pueden sobrevivir hasta 2 afios en el torrente circulatorio (Barriga, 1982; Quiroz-Ro-
mero, 1984; Abraham, 1988; McCall, 1998); el nimero de gusanos adultos albergados
puede variar desde uno a mas de 250.

Existe la transmision transplacentaria, por lo que las microfilarias pueden pasar de
la madre al feto y, por lo tanto, se pueden detectar microfilarias circulantes en los cacho-
rros (Mantovani y Jackson, 1966; Atwell, 1981; Todd y Howland, 1983).

Figuras 2 y 3. Ima%en tomada al microscopio (x40) de Wolbachia en un corte transversal de un

parésito adulto de D.immitis donde se puede apreciar, mediante técnias de inmunohistoquimica,
su presencia en los cordones laterales.

3. WOLBACHIA

Dirofilaria immitis alberga una bacteria simbionte intracelular llamada Wolbachia
pipientis (Sironi et al., 1995; Taylor et al., 2005a; Kozek et al., 2007). Wolbachia es una
bacteria Gram negativa que pertenece al orden Rickettsiales. Estas bacterias se encuen-
tran en todos los estadios del ciclo de vida del parasito. En filarias adultas, Wolbachia se
encuentra predominantemente en las células de la hipodermis de las cuerdas laterales;




en las hembras, también estd presente en los ovarios, oocitos y estados embrionarios en
desarrollo dentro del atero (Bandi et al., 1999; Kramer et al., 2003; Kozek, 2005; Sacchi
et al., 2002). Consecuentemente, la bacteria se transmite de forma vertical de genera-
cion en generacion y estd presente en todas las fases evolutivas del parésito.

La presencia de la bacteria es esencial para la supervivencia de las filarias y la
eliminacién de Wolbachia conduce a la esterilidad de las hembras, inhibicion del de-
sarrollo larvario y posteriormente a la muerte de los adultos por su intervencion en la
muda (Langworthy et al., 2000; Gilbert et al., 2005; Taylor et al., 2005b; Dingman et
al., 2010).

Ademas, Wolbachia desempena un importante papel en la patogénesis y respuesta
inmune a la infeccion por dirofilariosis. Las bacterias son liberadas tras la muerte de los
parasitos o durante las mudas de estados larvarios (Taylor et al., 2001); su liberacion
esta asociada al incremento de citoquinas inflamatorias, aumento de neutrofilos y un in-
cremento de inmunoglobulinas especificas (Kramer et al., 2008). La bacteria Wolbachia
estimula, por tanto, una respuesta inflamatoria en el organismo del animal hospedador
(Morchon et al, 2004; Simon et al., 2007) y es responsable en parte del cuadro clinico
que presenta la enfermedad (McHaffie, 2012).

4. EPIDEMIOLOGIA

La dirofilariosis es una enfermedad cosmopolita y de distribucién mundial, que se
localiza en zonas con elevada temperatura y humedad durante, al menos, una parte del
ano. Estas condiciones ambientales favorecen el desarrollo y mantenimiento de abun-
dantes poblaciones de mosquitos vectores (Simon et al., 2012).

En Europa, las prevalencias mas elevadas se situan principalmente en paises de la
cuenca mediterranea y del sur (Portugal, Francia, Italia, Espana), donde la enfermedad
es endémica. Ademas, existen evidencias que demuestran que la dirofilariosis canina
se esta expandiendo a zonas previamente no endémicas del norte y noreste de Europa
(Genchi et al., 2009; Morchoén et al., 2012b).

Espafia cuenta con unas condiciones optimas para el desarrollo de D.immitis, y la
mayor o menos prevalencia que presente cada zona depende principalmente de factores
como las condiciones medioambientales y los habitos de la poblacion canina. En el
territorio nacional, la dirofilariosis no ha sido estudiada en todas las provincias, pero se
han hecho varios estudios epidemiolédgicos que han demostrado la presencia de dirofila-
riosis canina en varias regiones. Actualmente las prevalencias mas elevadas se encuen-




tran en el sur de la Peninsula Ibérica, y en zonas de regadio y cercanias de grandes rios
(como la ribera del Tormes en Salamanca o el delta del Ebro) (Montoya et al., 2007).
No hay datos acerca de las prevalencias en el norte de la peninsula ibérica, pero ya se
ha demostrado la presencia de dirofilariosis canina en La Rioja (12%) y A Coruna (5%)
(Simon et al., 2009; Morchon et al., 2010). En las islas Canarias, las prevalencias mas
elevadas se han observado en la isla de Gran Canaria, donde llegd a alcanzar el 67%
en el afio 1994, estando actualmente por debajo del 20%, gracias a la implementacion
de protocolos preventivos (Montoya et al., 1998; Montoya-Alonso et al., 2010; 2011).
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Figura 4. Mecanismos fisiopatologicos de la dirofilariosis canina.

5. FISIOPATOLOGIA
5.1. Endoarteritis pulmonar proliferativa

La presencia de los parasitos adultos en contacto directo con los vasos provoca
alteraciones en las arterias pulmonares, produciéndose un engrosamiento de la intima
vascular y un estrechamiento de la luz vascular, que se denominada endoarteritis pulmo-
nar proliferativa (Furlanello et al., 1998). Esta proliferacion es causada por una migra-
cion de células de musculo liso de la tunica media hacia la intima (Munnel et al., 1980;
Schaub et al., 1981), por lo que la pared de la arteria deja de ser lisa y blanca y desarrolla
unas vellosidades, que dan a la superficie de la arteria pulmonar un aspecto rugoso y una
tonalidad parpura (Adcock, 1961; Rawlings, 1986).

Estos cambios comienzan a los pocos dias de la llegada de las filarias a las arterias
pulmonares y empiezan en las ramas periféricas de estas arterias, en las que se fijan ini-
cialmente, y van avanzando hacia segmentos mas proximales a medida que las filarias




van creciendo. Ademads, las arterias lesionadas pierden elasticidad, se vuelven tortuosas
y sufren una dilatacion, aumentando su didmetro. Sin embargo, la luz arterial disminuye
debido al engrosamiento de la pared arterial, por lo que las arteriolas mas estrechas se
pueden ocluir por embolizacién (McCall et al., 2008b).

La gravedad de esta patologia esta influenciada por el nimero de parésitos adultos,
la duraciodn de la infeccion, la respuesta inmune del hospedador frente al parasito y por
el nivel de actividad fisica del perro (Knight, 1987; Dillon et al., 1995).

5.2. Hipertension pulmonar

Debido principalmente a la disminucion de la luz vascular, pérdida de la elasticidad
arterial, y a la formacion de tromboembolismos pulmonares, se produce un incremento
de la resistencia al flujo sanguineo que conduce a un aumento de la presion en la arteria
pulmonar, produciéndose hipertension pulmonar (Rawlings et al., 1981; Olson et al.,
1982; Hirano et al., 1992; Sasaki et al., 1992; Rohn et al., 1995; Venco y Vezzoni, 2001).

Normalmente, esta hipertension suele ser moderada en la mayoria de los casos. Sin
embargo, debido a la pérdida de elasticidad arterial, durante el ejercicio, cuando el flujo
sanguineo aumenta hasta el triple del basal, la presion en la arteria pulmonar podria
triplicarse (Kittleson, 1998). Es probable que esto contribuya a los sintomas clinicos
de intolerancia al ejercicio que se observan habitualmente en perros con dirofilariosis
(Rawlings et al., 1978).

5.3. Insuficiencia cardiaca congestiva

La insuficiencia cardiaca congestiva derecha es frecuente en infecciones masivas y
en animales sometidos a ejercicio fisico. Se produce un aumento de la poscarga y, para
mantener la alta presion de perfusion necesaria para mover la sangre a los pulmones
debida a la hipertension pulmonar, hay un incremento del trabajo cardiaco y, en un
periodo aproximado de 9-10 meses, los efectos de la hipertension pulmonar se compen-
san mediante la hipertrofia del ventriculo derecho y/o dilatacion ventricular (Calvert et
al., 1999; Wang et al., 2005). Segun algunos autores, cerca del 50% de los perros con
complicaciones vasculares pulmonares derivadas de la dirofilariosis desarrollan insufi-
ciencia cardiaca (Calvert et al., 1999).

5.4. Alteracion del parénquima pulmonar

La alteracion del parénquima pulmonar y la tos resultante son frecuentes en anima-
les con dirofilariosis clinica. Aunque no se encuentre en contacto directo con el parasito,




Figura 5. Dilatacion de las camaras cardiacas  Figura 6. Endoarteritis pulmonar proliferativa
derechas en perro altamente parasitado por D.  en arteria pulmonar de perro con dirofilariosis
Immitis. cronica.

|

Figura 7. Radiografia toracica de un perro con  Figura 8. Perro con dirofilariosis clase IV o
dirofilariosis donde se aprecia cardiomegaliay  sindrome de la vena cava, con presencia de as-
dilatacion de las arterias pulmonares. citis y posicion ortopneica.

el parénquima pulmonar sufre una respuesta inflamatoria local debida al deposito de
antigenos del mismo. También se sospecha que la bacteria Wolbachia esté implicada en
el proceso. Ademas, el dafio a las arterias pulmonares hace que aumente la permeabi-
lidad de los pequefios vasos al plasma y células inflamatorias, apareciendo edema e
inflamacion periarterial. Se forman infiltrados intersticiales y alveolares, compuestos en
esencia de eosinodfilos y neutréfilos, que resultan finalmente en una fibrosis irreversible
(Rawlings, 1986). La fibrosis a su vez, contribuye a disminuir el area de intercambio
gaseoso, aumentando la resistencia vascular pulmonar.

La neumonitis eosinofilica o alérgica, es un sindrome provocado principalmente por
la hipersensibilizacidn de los perros a los antigenos de microfilarias, que inducen su des-
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truccion inmunomediada, produciendo un serio distrés respiratorio (Calvert y Losonsky,
1985). Las microfilarias son rdpidamente capturadas e inmovilizadas en la microcir-
culacion del pulmén, debido a un exceso de anticuerpos anti-microfilarias (IgG). Estos
adhieren los leucocitos a las microfilarias, causando su secuestro e inmovilizacion en la
microcirculacion del pulmoén. Las microfilarias muertas son rodeadas por una inflama-
cion eosinofilica granulomatosa, apreciable radioldgicamente. Se considera que entre
un 10 y un 15% de los perros con dirofilariosis oculta presenta neumonitis eosinofilica
(Calvert et al., 1999).

5.5. Tromboembolismo pulmonar

El parésito vivo es resistente a la tromboembolizacién pero cuando muere, ya sea
de forma espontanea o inducida por tratamientos adulticidas, se produce una trombosis
masiva. Los vermes muertos son barridos distalmente hacia las arterias mas finas y,
como consecuencia, el flujo sanguineo se deteriora, o incluso se interrumpe hacia los
lobulos caudales, que con frecuencia muestran consolidacion, infarto y minimo funcio-
namiento a nivel de intercambio gaseoso; esto puede provocar un desequilibrio entre
ventilacion y perfusion y desencadenarse una hipoxemia (McCall et al, 2008b).

Se produce una inflamacion granulomatosa de la pared arterial que provoca un cre-
cimiento exagerado de las vellosidades de la intima vascular y un aumento de la per-
meabilidad, con la formacion de edemas perivasculares. Los fragmentos del parasito
son calcificados y parcialmente incorporados a la pared de la arteria, que posteriormente
cicatrizan con formacion de gran cantidad de tejido conectivo fibroso. Los trombos y la
rigidez de estas arterias lesionadas, agravan la hipertension pulmonar (Kittleson, 1998;
Atkins, 2005).

5.6. Sindrome de la vena cava

El sindrome de la vena cava en perros se produce en animales con una alta carga
parasitaria, con el 55-84% de los parasitos en las venas cavas craneal, caudal y auricula
derecha (Rawlings, 1986; Atkins, 1987; Atkins et al., 1988). El parasito en su estado
adulto reside principalmente en las arterias pulmonares del hospedador definitivo, man-
teniéndose en estos vasos gracias a la circulacion sanguinea. Pero cualquier incidente
hemodindamico que tenga como consecuencia una hipoperfusion transitoria o mantenida
de la arteria (como hipertension pulmonar y disminucidn del gasto cardiaco), les hace
caer a través de la valvula pulmonar en el ventriculo derecho (Kittleson, 1998). Asi,
los parasitos colonizan la auricula derecha, vena cava caudal o venas hepaticas, produ-
ciendo insuficiencia cardiaca derecha y obstruccion del retorno sanguineo elevando la
presion venosa central (Strickland, 1998). La regurgitacion de la trictispide produce una




disminucién del flujo de salida por la vasculatura pulmonar hacia el corazon izquierdo.
Como resultado, hay una disminucién del flujo sanguineo sistémico dando sintomas de
mala perfusion y shock cardiocirculatorio. Su prondstico es generalmente desfavorable.

5.7. Alteraciones renales

La glomerulonefritis membranosa es frecuente en perros con dirofilariosis croni-
ca. Esta glomerulopatia sucede porque se forman y depositan complejos autoinmunes
contra antigenos del parasito en la membrana basal del glomérulo (Abramowsky et al.,
1981; Grauer et al., 1988; 1989). Esta glomerulonefritis también se ha correlacionado
con la presencia de microfilarias en los capilares glomerulares y vasos medulares, lo
que provoca la presencia de infiltrados inflamatorios en glomérulos y un engrosamiento
de la membrana basal de los capilares glomerulares (Ludders et al., 1988; Paes-de-
Almeida et al., 2003). Ademas, las microfilarias son una fuente importante de antigenos
parasitarios, incluyendo Wolbachia y ésta, liberada desde las microfilarias muertas, pro-
duce inflamacién y una respuesta inmune especifica (McCall et al., 2008a; Morchon et
al., 2012a).
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Figura 9 y 10. Imagenes tomada al microscopio de tejido renal (x40) en las que se aprecia la
presencia de microfilarias de D.immitis en glomérulos renales de perros con dirofilariosis car-
diopulmonar.

La glomerulonefritis puede dar paso a una nefrosis grave con proteinuria y, en algu-
nos casos, puede llegar a provocar azotemia por insuficiencia renal. La concentracion
plasmatica de antitrombina III también puede estar reducida, fomentando mas aun la
formacion de trombos (Boudreaux y Dillon, 1991a). Otra alteracion inmunopatologica
que también puede desencadenarse a nivel renal es una nefritis intersticial, con infiltra-
do de células plasmadticas, leucocitos, polimorfonucleares y macrofagos en el intersticio
medular y cortical.




5.8. Otras alteraciones

Aunque raras veces, se han descrito complicaciones derivadas de la presencia de
filarias adultas en localizaciones aberrantes tan diversas como el cerebro, la camara
anterior del ojo, la cavidad peritoneal, el corazon izquierdo, arterias sistémicas, quistes
y abscesos musculares y subcutdneos, los bronquios y el higado (Liu et al., 1966; Patton
y Garner, 1970; Mandelker y Brutus, 1971; Slonka et al., 1977; Weiner et al., 1980;
Carastro et al., 1992; Henry, 1992; Frank et al., 1997; Sevimli et al., 2007).

6. SIGNOS CLINICOS

Durante los seis a siete meses desde que los parasitos son inoculados no se presenta
ningun signo clinico, ya que las larvas mudan y migran sin causar ninguna alteracion.
La dirofilariosis clinica tarda en desarrollarse, por lo que la sintomatologia se presenta
en perros a partir de un afio de edad y, generalmente, no se hacen evidentes hasta pasa-
dos varios afios desde la infeccion (Kittleson, 1998;McCall et al., 2008b).

La tos no productiva y cronica, que se acentia después del ejercicio, es el sintoma
mas habitual en perros levemente afectados o con enfermedad cardiopulmonar croénica,
junto con disnea o taquipnea, intolerancia al ejercicio, pérdida de peso y sincope. Se
pueden auscultar crepitaciones pulmonares difusas y soplo cardiaco sistélico, especial-
mente en casos de sindrome de la vena cava. Otros signos clinicos pueden ser: hemop-
tisis, epixtasis, letargia, apatia, hiporexia, ascitis y derrame pleural.

7. DIAGNOSTICO

Para el diagnostico de la enfermedad es necesario realizar test de deteccion de anti-
genos y de microfilarias en sangre periférica, mientras que para establecer la gravedad
de la enfermedad, son necesarias otras pruebas diagndsticas (Knight, 1995; American
Heartworm Society, 2012).

7.1. Deteccidn de antigenos

En el mercado hay disponibles kits de tests de deteccion de antigenos de Dirofilaria
immitis por técnicas de ELISA o inmunocromatografia, que detectan proteinas secre-
tadas principalmente por el tejido ovarico de parasitos adultos hembras de Dirofilaria
immitis, aunque los tests de tltima generacion también detectan proteinas comunes a
parasitos hembras como machos (Grieve et al., 1981; Weil, 1987).




La especificidad es muy elevada en todos los tests disponibles y no existen reaccio-
nes cruzadas con otras filarias caninas (D. repens, A. reconditum, A. dracunculoides),
por lo que los falsos positivos son muy poco frecuentes y suelen deberse a errores técni-
cos durante la realizacion del test (Goodwin, 1988; McCall et al., 2000).

La sensibilidad suele ser muy elevada; algunos factores pueden afectar la sensibili-
dad del test, como la edad del parésito y el tamafio del perro. Parasitos muy jovenes y
parésitos de edad avanzada presentan menor carga antigénica, mientras que la antigene-
mia que presente un perro de raza grande siempre va a ser menor que la que presente un
perro de raza pequefia albergando el mismo numero de parasitos. Los falsos negativos
pueden suceder en infecciones con carga parasitaria muy ligera, en casos de filarias ju-
veniles (menores de 6 meses de edad), infeccion sélo por filarias macho o fallos técnicos
por no seguir las instrucciones correctamente (Tonelli, 1989; Goodwin, 1998; McCall,
1992; Courtney y Zeng, 2001a).

Figura 12. Ecocardiografia en corte parasternal de-
recho donde se observan las filarias en el ventriculo
derecho (VD), y marcada dilatacion de la arteria
pulmonar (AP).
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trodorsal de un perro con dirofilariosis,
donde se aprecia dilatacion de las cama- e e e o
ras cardiacas derechas mostrando la ca-  Figura 13. Electrocardiograma de perro con diro-
racteristica forma de “D” invertida. filariosis, con bloqueo de rama derecha del Haz de
His.
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7.2. Deteccion de microfilarias

La deteccion de microfilarias en sangre se debe considerar como un método comple-
mentario, ya que incluso en areas hiperendémicas, se calcula que alrededor de un 30%
de los perros infectados son amicrofilarémicos; este porcentaje se eleva en poblaciones
de perros que han recibido tratamiento preventivo a dosis intermitentes (Rawlings et
al., 1982). Por otro lado, existen cuatro especies de filarias cuyas microfilarias podemos
encontrar en sangre periférica, por lo que para poder confirmar el diagnéstico de dirofi-
lariosis cardiopulmonar debemos identificar correctamente a las microfilarias.

Existen varios métodos para detectar microfilarias en sangre periférica (Courtney,
1989; Genchi et al., 2007). La observacion directa es un método sencillo, que consiste
en examinar la muestra directamente al microscopio con el objetivo de x10 aumentos,
o mediante la concentracion en tubo de microhematocrito (Altman, 1972; Martini et al.,
1996; Coutney y Zeng, 2001b).

Mediante el método de filtracion, se permite concentrar y tefiir las microfilarias,
facilitando de esta manera su observacion e identificacion (Acevedo et al., 1981). El test
de Knott modificado es bastante similar al método de filtracion, y es el método de refe-
rencia empleado cuando se quiere cuantificar el nimero de microfilarias por mililitro de
sangre (Knott, 1939; Jackson y Otto, 1975).

El método histoquimico, permite identificar a la especie a la que pertenece la micro-
filaria mediante el estudio de la distribucién somatica de las zonas de actividad de fos-
fatasa acida que estas microfilarias presentan. La positividad se observa de color rojizo
en diferentes zonas de la microfilaria segin sea la especie a la que pertenece (Chalifoux
y Hunt, 1971; Peribafiez et al., 2001).

7.3. Radiologia

El examen radiografico de térax proporciona informacién insustituible sobre la lo-
calizacion y gravedad de las alteraciones vasculares y del parénquima pulmonar (Lo-
sonsky et al., 1983; Venco et al., 2003). Los cambios que se observan son dilatacion
y mayor tortuosidad de las arterias pulmonares, y terminacién de las mismas de for-
ma brusca, por tromboembolismos que interrumpen el flujo a segmentos pulmonares
(Losonsky et al., 1983). Las alteraciones del parénquima pulmonar pueden presentarse
precozmente bajo la forma de respuesta inflamatoria a la presencia del parésito adulto
y/o de las microfilarias, o0 mas tardiamente como consecuencia de fendmenos tromboe-
mbodlicos inducidos por la muerte de los parasitos. Se observan como zonas de densidad
aumentada, adyacentes a las arterias afectadas y, seglin se agrava el cuadro, el aumento




de densidad puede generalizarse y afectar cualquier punto del campo pulmonar. La di-
latacidn cardiaca derecha no es caracteristica en casos leves y es posible que no exista o
no sea evidente en casos de gravedad moderada (Losonsky et al., 1983); por lo general,
se aprecia mejor en las proyecciones ventrodorsales, observandose una silueta cardiaca
en forma de “D” mayuscula invertida.

Figura 14. Filarias adultas en el ventriculo de-  Figura 15. Filarias adultas en la arteria pulmo-
recho de un perro infestado por D. immitis. nar de un perro con dirofilariosis.

7.4. Ecocardiografia

El examen ecocardiografico permite la correcta valoracidon de las dimensiones de las
camaras cardiacas y de su cinética, de la velocidad, direccion y caracteristicas del flujo
en el interior de las camaras cardiacas y de la parte inicial de los grandes vasos, asi como
la estimacion aproximada del nimero y localizacion de las filarias y la valoracion de la
gravedad de la hipertension pulmonar (Badertscher et al., 1988; Moise, 1988; Venco et
al., 2003). Para diagnosticar una dirofilariosis, debe obtenerse una proyeccion paraester-
nal derecha de eje corto, que incluya el tracto de salida del ventriculo derecho, la valvula
pulmonar, la arteria pulmonar principal y las porciones proximales de las arterias de
los l6bulos caudales. La imagen ecocardiografica del parésito adulto esta representada
por dos lineas paralelas hiperecégenas separadas por una linea hipoecogena (Kittleson,
1998). La observacion ecografica de los parasitos es mas facil en infecciones masivas y
en perros de pequena talla, cuando las filarias adultas han ocupado la arteria pulmonar
principal, ramas interlobares izquierda y derecha o dentro del ventriculo derecho.

7.5. Electrocardiografia

La electrocardiografia es util para la deteccion de arritmias. Estas son poco frecuen-
tes en perros con dirofilariosis (2%-4%) (Lombard y Ackerman, 1984), excepto en los
casos de sindrome de vena cava o insuficiencia cardiaca. Con frecuencia se observan
ondas Q y S profundas y bloqueos de rama derecha.




7.6. Pruebas de laboratorio

En la mayoria de los perros con dirofilariosis el hemograma es normal, sin embargo
alrededor de un 10% de los perros con dirofilariosis leve y un 60% con infestaciones
graves presentan una moderada anemia normocitica normocromica (Sharma y Pachauri,
1982; Calvert, 1987; Mass et al., 1992). Los perros con sindrome de la vena cava pue-
den presentar hemdlisis (Buoro y Atwell, 1984).

La férmula leucocitaria suele ser normal en perros asintomaticos (Rawlings, 1986).
Es habitual encontrar linfopenia, neutrofilia o monocitosis. La eosinofilia est4 presente
en el 85-95% de los perros; la basofilia junto con eosinofilia es un elemento sugestivo
inespecificos de la enfermedad, pero en el 50% de los casos hay eosinofilia sin basofilia
(Rawlings et al., 1980; Confer et al., 1983).

El perfil de coagulacion se altera significativamente en casos de tromboemboliza-
cion grave, porque hay consumo activo de las plaquetas, fibrindgeno y otros substratos
de la coagulacion (Rawlings, 1982; Boudreaux y Dillon, 1991a).

En los casos mas graves, puede haber presente elevacion de las transaminasas hepa-
ticas y azotemia renal. La disfuncion glomerular provoca proteinuria e isostenuria en el
10% de los casos con signos clinicos. Los perros con sindrome de la vena cava pueden
presentar una orina de color marron por la presencia de bilirrubinuiria y hemoglobinu-
ria.

8. PROFILAXIS
8.1. Lactonas macrociclicas

Se recomienda que los cachorros comiencen la profilaxis cuanto antes, y nunca mas
tarde de los 2 meses de edad (Atkins, 2011; American Heartworm Society, 2012). Los
productos utilizados para prevenir la dirofilariosis son las lactonas macrociclicas (moxi-
dectina, ivermectina, selamectina y milbemicina oxima). Existen preparados comercia-
les de administracion mensual via oral y topica, y también un preparado inyectable de
administracion anual (McTier et al., 1992).

Estos farmacos interrumpen el desarrollo de las larvas que han sido transmitidas
por mosquitos al perro durante los 30-60 dias anteriores a su administracion. Las lac-
tones macrociclicas poseen un ratio terapéutico/toxico excelente y poseen actividad
antihelmintica contra las microfilarias, larvas en estadios L3 y L4, y en algunos casos




y durante su uso continuo, actiian sobre filarias pre-adultas (L5). Aunque esta caracte-
ristica proporciona una cierta seguridad en casos de omision o retraso del tratamiento
mensual, pasados dos meses su eficacia contra las formas larvarias desciende (McCall et
al., 2001a). Ademas, las filarias juveniles L5, que pueden encontrarse desde los 50 dias
post-infeccidn, son alin menos susceptibles a estos productos. Por lo tanto, se recomien-
da su administracion mensual (McCall, 2005).

Las lactonas macrociclicas presentan cierta eficacia frente a estados parasitarios
de 3-8 meses post-infeccion cuando se administran mensualmente de forma continua
(Rawlings, 2002; McCall, 2005). Este llamado “reach back” o efecto retroactivo es
diferente para cada una de las lactonas macrociclicas y han sido probados sélo en con-
diciones experimentales (McCall et al., 2008b).

Clasel

Anamnesis y exploracion fisica normales

Radiografia toracica, ecocardiografia y analitica nor-
males

Pronostico favorable

Clasell

Ligera intolerancia al ejercicio y tos leve

Radiografia torécica: ligero engrosamiento arteria pul-
monar y aumento moderado del ventriculo derecho

Ecocardiografia: presencia de filarias adultas

Pronostico reservado

Clase lll

Intolerancia al ejercicio, tos persistente, disnea, ano-
rexia, caquexia, soplo sistolico

Radiografia toracica: aumento arterias pulmonares, di-
latacion del ventriculo derecho

Ecocardiografia: filarias en arterias pulmonares y ven-
triculo derecho

Prondstico grave

Clase IV (Sindrome de la vena
cava)

Sintomas anteriores junto con shock, letargia, ascitis,
disnea, cianosis. Hemoglobinuria, hemoglobinemia

Radiografia tordcica: aumento arterias pulmonares,
dilatacion del ventriculo derecho y cava caudal

Ecocardiografia: filarias en arterias pulmonares , ven-
triculo derecho, cava caudal y craneal

Pronostico desfavorable

Tabla 2. Clasificacion clinica de la dirofilariosis canina




8.2. Falta de eficacia y resistencia parasitaria

Las lactonas macrociclicas como preventivos de la dirofilariosis poseen una efi-
cacia del 100%. Sin embargo, existen informes de falta de eficacia en varias regiones
del mundo. La mayoria de los informes de falta de eficacia son debidos a problemas de
interaccion entre el veterinario y el cliente, o entre el cliente y su mascota. Es posible
que un perro se infecte por olvido o retraso en la toma de una tnica dosis de preventivo,
muy especialmente en zonas endémicas (Atkins, 2011).

Solamente una cepa de filarias ha demostrado poseer resistencia a las lactonas ma-
crociclicas (Atkins, 2011; Blagburn et al., 2011; Snyder et al., 2011; Bowman, 2012). La
cepa MP3 de D. immitis fue aislada en el afio 2006 en un perro de Estados Unidos, que
nunca recibio6 tratamiento preventivo. Desde entonces, esta cepa se mantiene de forma

Dia0 | « Diagnostico positivo

e Comenzar la restriccion de ejercicio

« Si el perro es sintomatico: estabilizar con tratamiento adecuado y administrar
prednisona (0.5 mg/Kg BID 1% semana, 0.5 mg/kg SID 2% semana, 0.5 mg/kg
cada 2 dias durante la 3" y 4* semanas)

Dial | e Administrar preventivo de dirofilariosis

« Si hay presentes elevadas cantidades de microfilarias, pre-tratar con antihista-
minicos y glucocorticoides si no estd tomando prednisona para reducir el riesgo
de anafilaxia

e Animal bajo observacion durante un periodo minimo de 8 horas

Dia 1-28 | « Doxiciclina 10 mg/kg BID durante 4 semanas
Dia30 | e Administrar preventivo de dirofilariosis

Dia60 | « Administrar preventivo de dirofilariosis

e Primera inyeccion de melarsomina 2.5 mg/kg IM

« Si es necesario, repetir el protocolo de administracion de prednisona
e Restriccion absoluta de ejercicio

Dia90 | « Administrar preventivo de dirofilariosis
 Segunda inyeccion de melarsomina 2.5 mg/kg IM

Dia91 | e Tercera inyeccion de melarsomina 2.5 mg/kg IM
« Si es necesario, repetir el protocolo de administracion de prednisona
e Restriccion absoluta de ejercicio

Dia 120 | « Evaluar la presencia de microfilarias
« Si es positivo, administrar 30 dias de doxiciclina y repetir la prueba en 30 dias

Dia 271 | e Test de antigenos a los 6 meses tras finalizar el tratamiento

Tabla 3. Protocolo de tratamiento adulticida (American Heartworm Society, 2012).




experimental en perros de laboratorio.

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

Es importante que se entienda que los parasitos no se vuelven resistentes, sino que
el empleo de los farmacos preventivos selecciona los parasitos con resistencia genética.
Esta resistencia se ha observado en otros parasitos, por ejemplo trichostrongiloides en
pequefios rumiantes; sin embargo, las condiciones que favorecen estos procesos de se-
leccidn (parasito de ciclo directo, tratamientos colectivos, falta de reservorios, elevadas
cargas parasitarias y ciclo de vida corto) no se dan en la dirofilariosis (Bowman, 2012).

9. TRATAMIENTO

Se debe evaluar el estado clinico y cardiovascular del paciente mediante la histo-
ria clinica, examen fisico, test de antigenos y radiografia toracica (Bowman y Atkins,
2009). Aun siendo un método poco refinado e inexacto para determinar la carga para-
sitaria, también debe tenerse en cuenta la reaccion del test de antigenos, que puede dar
informacion sobre el nimero de parasitos presentes en base a la reaccion antigénica (At-
well et al., 1986; Rawlings et al., 1993). Se debe tener en cuenta que en casos croénicos
puede observarse signos de enfermedad vascular muy avanzada en perros con una baja
carga parasitaria. [gualmente, perros muy inactivos pueden presentarse asintomaticos y
con minimos cambios radiograficos teniendo una elevada carga parasitaria.

9.1. Clasificacion del estado de gravedad

En funcién de la sintomatologia, y por tanto de la gravedad de la enfermedad, la
dirofilariosis se ha clasificado en cuatro clases o niveles de gravedad (Di Sacco y Vez-
zoni, 1992). Los hallazgos que caracterizan a cada grupo estan resumidos en la tabla 2.
Actualmente se prefiere una clasificacidon mas simple, que clasifica los pacientes en dos
categorias, basandose en el nimero de filarias estimado, el tamafio y edad del perro, la
severidad de la enfermedad pulmonar y presencia de enfermedades concomitantes, asi
como la actividad fisica y la posibilidad de restriccion del ejercicio durante el tratamien-
to adulticida (McCall et al., 2008b). Asi, las categorias en que se clasifican los perros
con dirofilariosis son:




1. Bajo riesgo de complicaciones tromboembdlicas.
Lo comprenden animales con baja carga parasitaria y sin lesiones de la vasculatura
o parénquima pulmonar. Los requisitos que el perro debe cumplir son:
- Asintomaticos
- Radiografias toracicas normales
- Bajo nivel de antigenos circulantes
- No se visualizan los parasitos en ecocardiografia
- Sin enfermedades concomitantes
- Posibilidad de restriccion de ejercicio durante el tratamiento

2. Riesgo elevado de complicaciones tromboembolicas.

Se incluyen los perros que cumplan una o mas de las siguientes condiciones:
- Sintomas relacionados con la enfermedad (tos, intolerancia al ejercicio, etc)
- Radiografias toracicas muestran anomalias compatibles con dirofilariosis
- Elevado nivel de antigenos circulantes
- Los parasitos se visualizan en la ecocardiografia
- Enfermedades concomitantes
- No existe posibilidad de restriccion del ejercicio durante el tratamiento.

9.2. Eliminacion de larvas migratorias

Previamente al tratamiento adulticida, se deben elimnar las larvas migratorias L3 y
L4, ya que el farmaco adulticida (melarsomina diclorhidrato), no puede eliminar filarias
menores de 4 meses de edad; por lo tanto, éstas deben de ser eliminadas primero ad-
ministrando lactonas macrociclicas a dosis preventivas durante 2 6 3 meses previos al
tratamiento adulticida. De esta manera, las larvas menores de 2 meses de edad son eli-
minadas mientras que las larvas mayores de 2 meses alcanzaran la edad suficiente para
ser susceptibles a la melarsomina (American Heartworm Society, 2012). Un beneficio
adicional de este protocolo es que, ademads, debilita a las filarias inmaduras y reduce la
masa corporal de las hembras adultas al disminuir su capacidad reproductiva.

9.3. Eliminacién de Wolbachia

La bacteria intracelular del género Wolbachia que alberga el parasito esta también
implicada en la patogénesis de la enfermedad, ya que induce una respuesta inflamatoria
e inmune en los hospedadores. Por lo tanto, la muerte de las filarias durante el trata-
miento adulticida implicaria una liberaciéon masiva de Wolbachia en el organismo del
perro con serias consecuencias para su salud (Kramer et al., 2005). El tratamiento con
doxiciclina a dosis de 10mg/kg BID durante 4 semanas antes de la administracion del
adulticida elimina un 90% de la bacteria Wolbachia (Bandi et al., 1999), permanecien-




do en niveles bajos durante los 3 6 4 meses posteriores a la administracion del antibio-
tico. Al ser un organismo esencial para la supervivencia de la filaria, su eliminacién
provoca debilitamiento o disminucion de la fertilidad. Por lo tanto, el perro previamente
tratado con doxiciclina tendrd menor patologia pulmonar asociada a la muerte de las
filarias cuando se administre el tratamiento adulticida (Bazzocchi et al., 2008). Ademas,
estudios recientes demuestran que el uso combinado de lactonas macrociclicas a dosis
preventivas junto doxiciclina reduce el nimero de microfilarias mucho mas rapidamen-
te, apareciendo perros negativos en menos de 3 meses (McCall et al., 2008a).

Figura 16. Radiografia tordcica laterolateral lgi%ura 17. Imagen macroscopica del pulmon
e

de perro con dirofilariosis. Presenta un patron mismo perro de la imagen anterior, donde
pulmonar alveolar e intersticial con areas ra- se pueden ver areas infartadas y bulla cicatri-
diodensas compatibles con tromboembolis- cial subpleural secundarios a dirofilariosis.
mos parasitarios.

9.4. Eliminacion de los parasitos adultos

La melarsomina diclorhidrato (Immiticide®) es el inico farmaco adulticida dispo-
nible actualmente en el mercado (Atwell y Searle, 1989; Dzimianski et al., 1989). Se
administra mediante inyeccion intramuscular profunda en la musculatura lumbar.

El tratamiento diferido es el protocolo de tratamiento recomendado, al ser mas se-
guro y eficaz (Atkins y Miller, 2003; American Heartworm Society, 2012). Consiste en
aplicar una primera inyeccién de melarsomina (2.5 mg/kg), una segunda inyeccion al
cabo de un mes (2.5 mg/kg) y una tercera inyeccion pasadas 24 horas de la anterior (2.5
mg/kg) (Keister et al., 1992; Vezzoni et al., 1992; Nelson et al., 2005). Este protocolo
elimina los adultos de forma escalonada, eliminando el 50% de los adultos (90% ma-
chos y 10% hembras) en la primera inyeccion, y el resto con la segunda y tercera inyec-
cion (Atkins y Miller, 2003). Esta eliminacion progresiva reduce el tromboembolismo
producido por la muerte de los pardsitos, permitiendo al organismo del animal eliminar




los fragmentos embolicos de forma mas efectiva, lo que resulta en complicaciones pul-
monares menos severas y frecuentes. Ademads, es mas eficaz eliminando parésitos adul-
tos de Dirofilaria immitis, ya que elimina un 98% de las filarias adultas, frente al 90%
eliminadas mediante el tratamiento clasico (Vezzoni et al., 1992).

9.5. Restriccion de ejercicio

Desde que se diagnostica la enfermedad, y especialmente durante el periodo que
dure el tratamiento adulticida, es indispensable restriccion del ejercicio del animal para
minimizar las complicaciones derivadas de la muerte de los parasitos. La posibilidad de
restringir o no el ejercicio fisico del perro durante el tratamiento adulticida es un factor
determinante a la hora de clasificar al animal en un grupo de riesgo determinado (Dillon
et al., 1995; McCall et al., 2008b).

Los parésitos muertos son arrastrados hacia las arteriolas pulmonares distales y ca-
pilares de los l6bulos pulmonares caudales, bloqueando el flujo sanguineo y causando
tromboembolismo. Durante periodos de actividad fisica incrementada, el aumento del
flujo sanguineo en esos vasos bloqueados podria provocar ruptura de los capilares y
posterior fibrosis, que conllevaria a un aumento de la resistencia vascular pulmonar y
favoreceria el desarrollo de insuficiencia cardiaca derecha.

9.6. Tratamiento del tromboembolismo pulmonar

Es una consecuencia inevitable del tratamiento adulticida. El tromboembolismo de
caracter leve suele pasar desapercibido. Si hay signos de embolismo (disnea, fiebre, tos,
hemoptisis, exacerbacion de fallo cardiaco derecho), éstos suelen aparecer entre los 7 y
10 dias tras la administracion del tratamiento, pues es cuando la mayoria de las filarias
estan muriendo, aunque pueden suceder hasta pasadas 4 semanas de la administracion
del tratamiento adulticida.

Para controlar los sintomas de tromboembolismo pulmonar se puede administrar
prednisona. El uso conjunto de glucocorticoides junto con la restriccion de ejercicio
es el tratamiento de eleccion para el manejo del tromboembolismo pulmonar (Calvert
et al., 1999). Se debe administrar solo si se considera necesario, debido a los efectos
adversos que puede presentar, como reduccion del flujo pulmonar, empeoramiento de la
endoarteritis y efectos procoagulantes (Rawlings et al., 1983).

El uso de la aspirina para reducir la arteritis pulmonar y como antitromboético en
perros infectados con Dirofilaria immitis esta contraindicado en estos pacientes. No
hay evidencias del beneficio clinico y hay investigaciones que sugieren que incluso




puede estar contraindicada (Boudreaux et
al., 1991b; Knight, 1995; Kittleson, 1998;
Atkins, 2005; American Heartworm So-
ciety, 2012).

9.7. Extraccion quirdrgica de los
parasitos

En perros con altas cargas parasitarias
o con sindrome de la vena cava, existe una
alternativa al tratamiento adulticida que es
la extraccion por via transyugular (prefe-
rentemente derecha) de las filarias adul-
tas accediendo a las cdmaras cardiacas y
arterias pulmonares mediante el uso de
forceps flexibles Alligator o un lazo qui-
rurgico intravascular (Jackson et al., 1966;
Sasaki et al., 1989; Ishihara et al., 1990;
Bov¢ et al., 2010).

Esta técnica quirtrgica permite mini-
mizar los riesgos relacionados con los fe-
noémenos tromboembdlicos inducidos por
los medicamentos adulticidas que ocurren
después la muerte de los parésitos (Morini
et al., 1998). Posteriormente a la extrac-
cion quirurgica, se debe realizar un trata-
miento adulticida con melarsomina para
eliminar el resto de los parasitos adultos,
asi como las microfilarias y larvas migra-
torias (Strickland, 1998).

Figura 18. Adultos de Dirofilaria immitis. En
la imagen se aprecia un macho, con el extremo
posterior enrollado en espiral, y tres hembras.

Figura 19. Microfilaria de D.immitis en un
frotis sanguineo (tincion hematoxilina-eosina,
x40).

9.8. Lactonas macrociclicas como adulticidas

Se sabe que las lactonas macrociclicas poseen propiedades adulticidas (McCall et
al., 1996; 1998; 2001a; McCall, 2005). La ivermectina en su dosis profilactica mensual
muestra actividad sobre infecciones que empezaron entre 3 y 7 meses antes, eliminando
gradualmente parésitos pre-adultos (L5). Varios estudios demuestran que, si se aplican
durante un periodo prolongado, presentan actividad adulticida parcial. La eficacia varia
entre las diferentes lactonas macrociclicas, siendo la ivermectina la mas eficaz en los




diferentes estudios llevados a cabo (McCall et al., 1998; 2001a; 2001b; 2001c; 2003;
Dzimianski et al., 2001; Rawlings, 2002; Atkins, 2005). No se recomienda seguir este
método ya que el efecto adulticida requiere un periodo prolongado de tiempo antes de
que los parasitos sean eliminados completamente. Ademas, cuanto mas viejo sea el
parasito al ser expuesto a la lactona macrociclica por primera vez, mas tiempo tarda en
morir (Rawlings, 2002). Mientras tanto, la infeccion persiste y la enfermedad contintia
empeorando (Rawlings et al., 2001). Los perros tratados de esta manera desarrollan una
patologia pulmonar mas grave con el paso del tiempo, debido a la persistente irritacion
de la vasculatura pulmonar por parte de los parésitos. Esta, ademas, es exacerbada por
la nula restriccion de ejercicio durante ese periodo de tiempo (Venco et al., 2004). La
muerte del parasito no se realiza en condiciones controladas y puede coincidir con un
momento de elevada actividad fisica del perro, lo que podria agravar considerablemente
el cuadro de tromboembolismo.

Recientemente se han realizado estudios evaluando el empleo conjunto de doxici-
clina e ivermectina como tratamiento adulticida, sin bien atin no hay resultados claros
respecto a su eficacia y beneficios respecto a los tratamientos actuales (Bazzocchi et al.,
2008; Grandi et al., 2010).

9.9. Confirmacion de la eficacia del tratamiento adulticida

Para confirmar la eficacia del tratamiento, se debe realizar un test de antigenos a los
6 meses tras la ultima dosis de melarsomina. Sin embargo, este test no garantiza que el
perro sea negativo a dirofilariosis, ya que puede haber presentes larvas o filarias juve-
niles que no presentan suficiente carga antigénica para dar positivo. Esto debe tenerse
especialmente en cuenta si no se administrd un tratamiento con lactonas macrociclicas 2
6 3 meses previos al tratamiento adulticida (American Heartworm Society, 2012). Ade-
mas, a la vez que el test de antigenos, se debe determinar la presencia de microfilarias
para asegurarse su correcta eliminacion. Con la administracion de lactonas macrocicli-
cas a dosis preventivas, en 6-9 meses todas las microfilarias son eliminadas.

9.10. Eliminacion de las microfilarias

Se recomienda el empleo de lactonas macrociclicas a dosis preventivas mensuales
para la eliminacion gradual de las microfilarias (Atkins, 2011). La muerte repentina
de grandes cantidades de microfilarias puede producir efectos sistémicos entre las 4-8
horas tras la administracion del farmaco. Ademas, también se han descrito reacciones
adversas por la muerte simultdnea de microfilarias en perros con baja microfilaremia,
por lo que se recomienda en todos los casos su eliminacidon gradual, desde el momento
en que se diagnostica la enfermedad (American Heartworm Society, 2012).




Biomarcadores de dano
cardiopulmonar

1. HISTORIA DE LOS BIOMARCADORES CARDIOPULMONARES

El diagndstico de la insuficiencia cardiaca y la evaluacion de la funcion cardiaca en
medicina humana y veterinaria se han basado tradicionalmente en la historia clinica, el
examen fisico, la auscultacion y mediante el empleo de métodos diagndsticos como la
electrocardiografia, radiografia y ecocardiografia. Pero desafortunadamente, el diag-
nostico no siempre es facil y estas pruebas son relativamente caras y exigen mucho
tiempo.

Los primeros biomarcadores serologicos de dafio cardiaco se basaron en la detec-
cion de enzimas cardiacas (Ladenson, 2007), publicandose en 1954 la primera des-
cripcidon del uso de biomarcadores en el estudio de dafio miocardico, con la medicion
de aspartato aminotransferasa (AST) en un grupo de pacientes con infarto agudo de
miocardio (Karmen et al., 1954; LaDue et al., 1954). Un afio mas tarde, se describi6 el
uso de lactato deshidrogenasa (LDH) para el diagnostico del infarto de miocardio (Wro-
blewski y LaDue, 1955); posteriormente, se desarrollaron ensayos para la medicion de
creatina quinasa (CK) sérica como marcador cardiaco (Dreyfus et al., 1960; Dunn y
Siegel, 1965), convirtiéndose la CK en el marcador de eleccion debido a su rapida ele-
vacion en sangre tras el dafio miocardico y mayor especificidad en comparacion con la
AST y LDH (Dolci y Panteghini, 2006). Posteriormente, se desarrollaron ensayos para

Finales de los afios 50 Aspartato Amino Transferasa (AST, SGOT)

Afos 60 Creatin Kinasa (CK, CPK)

Afios 70 Isoenzima de la CK (actividad de CK-MB)

Anos 70 Isoenzimas de la Lactato Deshidrogenasa (ratio de
LD1 aLD2)

Finales de los afios 80 Concentracion de masa de CK-MB

Mediados de los afos 90 Troponina I, Troponina T

Tabla 1. Historia del empleo de los biomarcadores de dafio miocardico (Landerson, 2007).




determinar la actividad de la isoenzima CK-MB, un marcador més cardioespecifico que
los anteriores, convirtiéndose en el biomarcador de dafio miocardico més importante de
los afios ochenta (Jockers-Wretou y Pfleiderer, 1975).

Estos primeros biomarcadores no ofrecian especificidad cardiaca, ya que también
estaban presentes en musculatura esquelética y otros tejidos. Ademads, presentaban una
baja sensibilidad, con valores basales relativamente altos, que hacian complicada la in-
terpretacion de pequefios incrementos en la actividad seroldgica de estas enzimas, por lo
que estos biomarcadores funcionaban incluso peor a la hora de diagnosticar patologias
cardiacas no isquémicas.

Paralelamente, en 1975, se publicé por primera vez la relacion entre mioglobina
serologica y la presencia de infarto de miocardio (Kagen et al., 1975; Stone et al., 1975),
dando inicio al desarrollo de ensayos para la deteccion de anticuerpos monoclonales,
lo que supuso un gran salto cualitativo en el campo del diagnostico médico. Asi, en los
afios ochenta se realiz6é un gran avance gracias al desarrollo del inmunoensayo y co-
menz6 una nueva generacion de biomarcadores, basados en la deteccion de anticuerpos,
dando un enorme paso en la mejora del diagnostico del infarto agudo de miocardio.
En 1989, Katus et al. desarrollaron un un inmunoensayo para deteccion de troponina
T en pacientes con infarto agudo de miocardio (Katus et al., 1989); posteriormente, en
1995, Missov et al. describieron por primera vez la asociacion entre troponina [ y fallo
cardiaco en 11 pacientes (Missov et al., 1997). Desde entonces hasta la actualidad, se
ha incrementado notablemente el nimero de marcadores y su contribucién a la cardio-
logia, ocupando un primer plano en el diagnostico y seguimiento de las cardiopatias, y
actualmente son herramientas que se emplean para identificar individuos de alto riesgo,
diagnosticar estados patologicos rapidamente y de forma precisa, y para determinar
planes de tratamiento y pronostico.

Mientras que el término “biomarcador” fue empleado por primera vez en 1989 (Va-
san, 2006), en 2001 su definicion se estandarizé como “una caracteristica que es medida
de forma objetiva y evaluada como un indicador de procesos bioldgicos normales, pro-
cesos patogénicos o respuestas farmacologicas a intervenciones terapéuticas’” (Biomar-
kers Definitions Working Group, 2001; Ramachandran, 2006).

El uso de biomarcadores para deteccion de enfermedades cardiovasculares en me-
dicina veterinaria supone un gran atractivo y se lleva evaluando ampliamente durante
los tltimos 15 afios (Boswood, 2009). Varios inmunoensayos humanos han mostrado
una sensibilidad adecuada para el diagndstico de enfermedades cardiacas en veterinaria,
ademas del creciente desarrollo de tests comerciales especificos para pequefios anima-
les. El apoyo en este método diagnostico seria de gran utilidad no solo al veterinario car-




didlogo, sino también para el veterinario de primera opinidn, ya que podrian permitir:

* Confirmar o descartar enfermedad cardiaca en casos dudosos (cardiomegalia cuestio-
nable en radiografias toracicas sin posibilidad de ecocardiografia, indicadores ecocar-
diogréficos de funcion cardiaca o miocérdica ligeramente disminuidos, tos o disnea de
origen dudoso, etc...).

* Confirmar o descartar enfermedad en estadios precoces, lo que permitiria iniciar trata-
mientos en el momento adecuado, reduciendo mortalidad y morbilidad asociados a
los estadios avanzados de cardiopatias.

* [dentificacion de forma precisa de procesos dificiles de identificar (miocarditis, car-
diopatia isquemica e hipertension pulmonar).

* Monitorizacion durante la administracion de farmacos potencialmente cardiotoxicos,
o de enfermedades extracardiacas sobre la integridad y funcién miocardica (doxorrubi-
cina, torsion / dilatacidon gastrica).

* Monitorizacion del tratamiento (estado cardiaco) en insuficiencia cardiaca congestiva
* Seleccion y cribado de ciertas poblaciones de razas en busca de enfermedades miocar-
dicas asintomaticas tales como la miocardiopatia dilatada (MCD) en Doberman.

Troponin T
Troponin C
a-Tropomyosin

light chain

Cardiac g-myosin
heavy chain

Figura 1. Es?uema del filamento fino del sarcomero y estructura
de la molécula proteica de actina a la que se asocian las proteinas
reguladoras troponina y tropomiosina.

2. TROPONINAS CARDIACAS: TROPONINAT e

Las troponinas cardiacas son marcadores de integridad miocérdica y, debido a la
elevada sensibilidad y especificidad para dafio miocéardico que presentan, son conside-
radas los biomarcadores de eleccion para la deteccion de dafio celular cardiaco (Adams




etal., 1993; Ohman et al., 1996; O’Brien et al.,
1997a; Fredericks et al., 2001).
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2.1. Fisiologia

Las troponinas son proteinas reguladoras
que forman parte del aparato contractil del te-
jido muscular esquelético y cardiaco. Se en-

cuentran integradas en los filamentos finos de
Troponin free

actina, en la estructura de los miofilamentos e e

musculares, y son esenciales para la regula-
cion de la contraccion del musculo mediada
por el calcio.

Los miofilamentos de actina estan consti-
tuidos por 2 hebras proteicas, que se enrollan
para formar una estructura helicoidal doble.
La tropomiosina es una molécula con forma
de baston, que corresponde a un dimero de dos

cadenas helicoidales idénticas, que se enrollan Troponin
complex bound to

una respecto de la otra para formar unos fila- actin filament

mentos que discurren a lo largo de ambos bor-

des del miofilamento de actina. Completando \ e AL

esta estructura esta la troponina, un complejo
de 3 subunidades (troponina C, T e I) que se
dispone en forma discontinua a lo largo del
miofilamento; cada una de cllas es diferente
funcionalmente e interactuan entre si (Wells y
Sleeper, 2008).

20 CK-MB after acute Ml

Cardiac troponin after
"microinfarction”

Upper
reference limit

Multiples of the Upper
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.
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Days after Onset of Acute Ml

La troponina C se une al calcio para iniciar  Figura 2. Esquema de la liberacion de tro-
la contraccién muscular. La troponina C est4 Poninas cardiacas durante el infarto agudo

de miocardio (Antman, 2002).

presente en dos isoformas: una de las isofor-

mas esta presente en las fibras musculares tipo

2 (contraccion rapida) y la otra esta presente en fibras musculares cardiacas y en las
fibras musculares tipo 1 (contraccion lenta). La homologia que existe entre la isoforma
cardiaca y una de las isoformas del musculo esquelético reduce la especificidad cardiaca
de la troponina C'y, por lo tanto, limita su utilidad diagndstica para enfermedad cardiaca
(Schreier et al., 1990).




La troponina T une el complejo troponina a la tropomiosina en las fibras muscula-
res, manteniendo la union entre la actina y la miosina. Existes multiples isoformas de
troponina T en musculo esquelético, mientras que en el tejido cardiaco humano existen
cuatro isoformas, pero s6lo una es caracteristica del corazon adulto. Las otras tres iso-
formas cardiacas son expresadas en tejido fetal.

La troponina I inhibe la actomiosina ATP-asa y previene la interaccion estructural
de la miosina con los lugares de unién de la actina. La union de los iones de calcio
a la troponina C desplaza la troponina [ y provoca un cambio de conformacion de la
tropomiosina, de modo que no interfiere con la unidon actina-miosina y pueda llevarse
a cabo la contraccion muscular. Existen tres isoformas para la troponina I: dos de ellas
estan presentes en musculatura esquelética y la otra esta presente sélo en musculatura
cardiaca.

Liberacién de troponina

La troponina se distribuye en dos compartimentos dentro de las células. En su ma-
yor parte, se encuentra unida estructuralmente al filamento fino del aparato contractil,
mientras que un pequefio porcentaje permanece libre en el citosol celular. Este porcen-
taje corresponde aproximadamente al 2-4% de la troponina [ y al 6-8% de la troponina
T (Katus et al., 1991; Adams et al., 1994).

La cinética que muestra su liberacidon en la circulacion sanguinea se correlaciona
con la liberacion de las troponinas presentes en los dos compartimentos celulares: tras
el dafio cardiaco agudo, la troponina libre citosélica es liberada, resultando en un in-
cremento temprano de los niveles sanguineos de troponina; posteriormente, es seguido
por una liberacién mas lenta de las troponinas que se encuentran unidas estructural-
mente al aparato contréctil, lo que resulta en una elevacion sostenida de sus niveles
serologicos (Katus et al., 1991; Adams et al., 1994; Jaffe et al., 1996). En humanos con
infarto agudo de miocardio, los niveles de troponinas comienzan a elevarse a las 4-12
horas tras el infarto y alcanzan los valores mas elevados a las 12-48 horas. Los niveles
permanecen elevados durante 7-10 dias en el caso de la troponina [ y 10-14 dias en
caso de la troponina T (Cummins et al., 1987; Goldmann et al., 2001; Babuin y Jaffe,
2005). La elevacion sostenida de troponinas durante varios dias tras el infarto agudo
de miocardio es probablemente debido a una liberacion continuada desde los miocitos
dafiados (Fishbein et al., 2003). Se desconoce el mecanismo exacto de metabolizacion
de las troponinas, aunque se cree que esta relacionado con la depuracion mediante el
sistema reticuloendotelial (Freda et al., 2002), y también existen evidencias de que las
troponinas podrian descomponerse en pequefios fragmentos que posteriormente podrian
ser excretados renalmente (Diris et al., 2004).




2.2. Troponinas cardiacas en medicina humana

En humanos, las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de morbili-
dad y mortalidad en el mundo (Organizacion Mundial de la Salud, 2012). El principal
papel de la medicion de troponinas cardiacas en medicina humana estd enfocado al
diagnostico de la enfermedad isquémica cardiaca, como el infarto de miocardio. Duran-
te afios, los marcadores para el diagnostico y evaluacion del infarto agudo de miocardio
incluian la CK total, CK-MB, LDH y AST (Tunstall-Pedoe et al., 1994). Sin embargo,
estos biomarcadores tienen poca especificidad para dafio cardiaco (Tsung y Tsung, 1986;
Antman et al., 2000), y aunque la CK-MB sea algo mas especifica que el resto, no lo es
tanto como las troponinas (Adams et al., 1993). Ademas, los niveles de CK-MB regre-
san a los valores basales tras 48 horas del episodio isquémico, por lo que no es posible
emplear este marcador para realizar un diagnostico tardio de infarto, mientras que los
niveles de troponinas permanecen elevados durante aproximadametne 10 dias (Rajappa
y Sharma, 2005). Debido a ésto, en el afio 2000 un comité de expertos de la Sociedad
Europea de Cardiologia y el Colegio Americano de Cardiologia (ESC/ACC) desarrollo
una nueva definicion para el diagnéstico de infarto de miocardio (Antman et al., 2000),
que estaba predominantemente basada en la medicion de troponinas cardiacas, junto con
un biomarcador que se eleve
rdpidamente, como la mioglo-
bina o la CK-MB, en aquellas
situaciones en las que se nece-
site un diagndstico temprano
(Antman et al., 2000). Estas
nuevas medidas supusieron un
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Figura 3. Cinética de la liberacion de troponina tras dafio
miocardico (Melanson et al., 2007).




Mientras que la elevacion de los valores de troponina indican dafio miocérdico,
¢éstas no dan ninguna informacion acerca del mecanismo que provoca ese dafio. Para
ayudar al diagnostico, podrian analizarse muestras seriadas, porque dafios agudos, tal
como infarto de miocardio, mostraran una elevacion y caida de los valores serologicos
tipica, mientras que otras enfermedades cardiacas tal como la insuficiencia cardiaca
congestiva, podrian mostrar elevaciones persistentes de troponina con valores relativa-
mente bajos (Collinson y Stubbs, 2003).

Las troponinas cardiacas también presentan un papel importante a la hora de esta-
blecer un prondstico. Con infarto de miocardio, insuficiencia cardiaca cronica o trom-
boembolismo pulmonar, cualquier nivel de troponina por encima de los valores de refe-
rencia estd asociado a un mayor riesgo de complicaciones a corto y largo plazo (Antman
et al., 1996; Stubbs et al., 1996; Galvani et al., 1997; Hamm et al., 1997; Giannitsis et
al., 2000; LaVecchia et al., 2000). De hecho, el tamafio del area infartada podria ser
predicho en base a los niveles alcanzados de troponina I o troponina T a las 72 horas
(Lickaetal., 2002; Metzler et al., 2002; Gallegos et al., 2004). Los niveles de troponinas
con frecuencia regresan a valores normales tras el tratamiento con éxito del episodio
isquémico agudo, lo que sugiere que los niveles de troponinas pueden utilizarse para
monitorizar el curso clinico de la enfermedad (LaVecchia et al., 2000).

Diversos autores han discutido acerca de si la troponina es liberada durante el dafio
cardiaco reversible o si es solamente liberada tras un dafio irreversible; hoy en dia, se
reconoce que la isquemia reversible también produce liberacion de troponinas (Feng et
al., 1998). Algunos estudios realizados tras ejercicio prolongado e intenso, han mostra-
do una liberacion transitoria de troponinas cardiacas (Rifai et al., 1999; Neumayr et al.,
2001), probablemente liberadas desde el compartimento citosélico. Esta hipdtesis esta
apoyada por la observacion de dos patrones de liberacion de proteinas, llevadas a cabo
en pacientes con angina inestable: un patron temprano transitorio y un patron persisten-
te (Hamm et al., 1992; Feng et al., 1998; Wu y Ford, 1999). La observacion de que la
disfuncion miocardica encontrada durante la sepsis es reversible, también respalda la
teoria de una liberacion de troponinas asociado al dafio reversible del miocardio (Parker
et al., 1984). Sin embargo, aun no es posible diferenciar qué poblacion de troponinas
es liberada, por lo que el debate continua abierto y se deben realizar mas estudios para
poder determinar su origen (Miiller-Bardorff et al., 2002).

2.3. Troponinas cardiacas en pequeos animales
Animados por los grandes beneficios que el estudio de estas proteinas aportan a la

cardiologia humana, durante los tltimos afios se han publicado multitud de trabajos en
los que se ha evaluado la utilidad de las troponinas en medicina veterinaria (Wells y




Sleeper, 2008); al igual que en medicina humana, en medicina veterinaria las troponinas
cardiacas pueden ser liberadas durante la insuficiencia cardiaca aguda o cronica, siendo
los niveles proporcionales a la gravedad de la patologia. Se han llevado a cabo estudios
de isquemia miocardica con modelos experimentales en perros para estudiar el compor-
tamiento de las troponinas (Cummins y Cummins, 1987; Remppis et al., 2000; Hori et
al., 2012) y se ha visto que las concentraciones de troponina I se correlacionan con el
tamafio del infarto (Ricchiuti et al., 1998).

Los niveles de troponinas pueden elevarse con muy pequefios focos de necrosis de
miocardiocitos; en estos casos, la mayoria de los autores estan de acuerdo en que los
niveles de troponina I son mas sensibles que los niveles de troponina T para detectar el
dafio cardiaco menor. Varios estudios han observado que la troponina I se elevaba con
mayor frecuencia que la troponina T en varias patologias cardiacas en el perro (Hamm
et al., 1997; Burguener et al., 2006; Apple et al., 2008; O’Brien, 2008). Esto podria ser
debido al menor tamafio de la troponina I (24 KDa frente a los 37 KDa de la troponina
T), por lo que ésta se libera con mayor facilidad en los primeros estadios de dafio mio-
cardico (Linklater et al., 2007).

2.3.1. Ensayos

Las troponinas cardiacas se determinan empleando técnicas de inmunoabsorcion
ligada a enzimas (ELISA). La diferencia entre la secuencia de aminoacidos de las tro-
poninas T e I del musculo esquelético y las cardiacas ha permitido la produccion de an-
ticuerpos especificos para la determinacion de troponinas cardiacas mediante estas téc-
nicas (Larue et al., 1992; Miiller-Bardorff et al., 1997). El primer ensayo de deteccion de
troponinas fue desarrollado a finales de los afios ochenta. Desde entonces, estos ensayos
han evolucionado drésticamente, obteniendo mayores sensibilidades y una mejor pre-
cision. En los ultimos afios, se han desarrollado ensayos de troponina denominados “de
alta sensibilidad”, que son 1000-10000 veces mas sensibles que la primera generacion
de ensayos (Baker et al., 2011; Christ et al., 2011). El tiempo de obtencion de los re-
sultados también ha disminuido, pasando a ser de varias horas a los pocos minutos que
tarda actualmente. Ademas, se han desarrollado unos tests de diagndstico inmediato “in
situ” (denominados point-of-care) que pueden ser empleados sin necesidad de enviar la
muestra al laboratorio.

Determinacion de la troponina |
Existen multiples ensayos disponibles, procedentes de una variedad de fabricantes,

para determinar la troponina I cardiaca, lo que ha traido consigo cierta confusién a la
hora de interpretar los resultados. Los ensayos no estdn estandarizados, ya que los fa-




bricantes posiblemente disefien los tests empleando diferentes anticuerpos patentados,
que apunten a diversas secuencias de aminodcidos de la molécula de la troponina I
(Katrukha et al., 1998; Apple, 1999), por lo que no existe un ensayo unico estandari-
zado para la determinacion de troponina I. Estudios comparativos empleando diversos
analizadores concluyeron con la recomendacion de que, hasta que el método esté es-
tandarizado, se deben establecer rangos de referencia propios para cada analizador, y
los valores absolutos obtenidos de diferentes analizadores no pueden ser comparados
(Apple, 1999; Panteghini et al., 2004; Panteghini, 2005; Adin et al., 2006). Estudios en
perros han mostrado que los niveles de troponina I no cambian significativamente en
el suero almacenado a temperatura ambiental durante 5 dias, ni en el suero que ha sido
sometido hasta 5 ciclos de congelacion y descongelacion (Schober et al., 2002; Oyama
y Solter, 2004).

Figuras 4 y 5. Algunos de los ensayos disponibles para la determinacion de troponina I (figura 4)
y troponina T cardiacas (figura 5), validados para su uso en veterinaria.

Determinacion de la troponina T

Actualmente, s6lo un fabricante produce un test para la determinacion de troponina
T (Singh et al., 2010), por lo que con esta proteina no existen problemas de comparacion
entre ensayos. La primera generacion de ensayos de troponina T empled un anticuerpo
que presentaba reacciones cruzadas con la troponina T del musculo esquelético, por lo
tanto descendia su especificidad para la deteccion de dafio cardiaco (Katus et al., 1992;
Dameron et al., 1997). Generaciones posteriores de ensayos de troponina T han reem-
plazado este anticuerpo por uno mas especifico y, por lo tanto, han eliminado los falsos
positivos provocados por dafio muscular (Miiller-Bardorft et al., 2002). Aunque la sen-
sibilidad de los ensayos para la determinacion de troponinas ha mejorado a lo largo de
los afios, todavia existen dudas acerca de su precision en dafio miocardico de bajo nivel
(Apple et al., 2002b). Por otro lado, también se ha informado de falsos positivos debido




a interferencias por sustancias presentes en la sangre, como factores reumatoides, ex-
ceso de fibrina, anticuerpos heterdfilos, hemolisis, lipemia, elevada fosfatasa alcalina y
formacion de complejos inmunes.

Empleo en medicina veterinaria

Mientras que algunos analizadores han sido especificamente fabricados para su uso
en medicina veterinaria, se cree que los ensayos humanos para la determinacion de
troponinas pueden ser empleados para medir los niveles sanguineos de las troponinas
cardiacas T e I en la mayoria de las especies estudiadas (O’Brien et al., 1997a; 1997b;
Schober et al., 1999; Fredericks et al., 2001; Sleeper et al., 2001; Adin et al., 2005; Oya-
ma y Sisson, 2004; Oyama y Solter, 2004; Rishniw et al., 2004a; Sisson, 2004; O’Brien
et al., 2006). Recientemente, se han secuenciado los genes para troponina I cardiaca fe-
lina y canina, demostrando que la homologia entre los genes caninos y felinos, y genes
humanos es del 95% y 96%, respectivamente. En la regién empleada para la deteccion
en la mayoria de los ensayos, genes caninos y felinos fueron idénticos entre ellos, mien-
tras que los humanos fueron diferentes de éstos solamente por un aminoacido (Rishniw
et al., 2004a). Las especies estudiadas incluyen perros, ratones, ratas, cerdos, monos,
ovejas, conejos, caballos y vacas. Sin embargo, la medicidon de troponina I cardiaca pa-
rece menos util en aves y nada util en peces (O’Brien et al., 1997b).

Se han publicado valores normales de troponina T e I cardiaca en medicina veteri-
naria (Sleeper et al., 2001; DeFrancesco et al., 2002; Herndon et al., 2002; Phillips et
al., 2003; Oyama y Sisson, 2004; Tarducci et al., 2004; Spratt et al., 2005; Burguener et
al., 2006); aunque cada ensayo debe tener su propios rangos de referencia establecidos,
la mayoria de los animales sanos presentan valores de troponina por debajo del umbral
de deteccion de los ensayos actuales.

2.3.2. Troponinas en diferentes patologias
Cardiopatias adquiridas

Varios estudios en medicina veterinaria han mostrado que los niveles de troponina
T e I pueden estar elevados en enfermedades cardiacas primarias (DeFrancesco et al.,
2002; Herndon et al., 2002; Oyama y Sisson, 2004; Tarducci et al., 2004; Spratt et al.,
2005; O’Brien et al., 2006). Un estudio mostré que, empleando el método de clasifica-
cion de insuficiencia cardiaca del International Small Animal Cardiac Health Council
(ISACHC, 1995), los perros con insuficiencia cardiaca clases Il y IIIA tenian niveles de
troponina [ mayores que los perros normales y los perros con insuficiencia cardiaca cla-
se [Ay IB (Spratt et al., 2005). Los perros con niveles de troponina [ mas elevados pre-




sentaban tiempos de superviviencia mas cortos, correlacionando niveles de troponina
con la gravedad y el pronostico de la enfermedad. Ademas, se encontrd una correlacion
entre el tamafio de las camaras cardiacas y los valores de troponina I (Oyama y Sisson,
2004). Estudios similares llevados a cabo en perros usando el ensayo de troponina T,
han mostrado valores elevados en aproximadamente el 30% de los pacientes con enfer-
medad cardiaca adquirida, lo que es congruente con otros estudios que muestran que la
troponina I es mas sensible que la troponina T (DeFrancesco et al., 2002; Tarducci et
al., 2004).

La miocardiopatia hipertrofica (MCH) en gatos puede provocar areas de isquemia
microscopicas e hipertrofia miocardica con necrosis celular y liberacion de troponinas
en la circulacion (Maron et al., 1986; Krams et al., 1998). Aunque los gatos con enfer-
medad leve a moderada podrian tener niveles de troponina I normales, los gatos con
MCH moderada a severa tienen niveles de troponina I circulante significativamente
mayores que los gatos normales (Herndon et al., 2002; Herndon et al., 2004a), especial-
mente aquellos gatos que presentan insuficiencia cardiaca, lo que sugiere que la deter-
minacion de troponina I podria ser empleada para diferenciar gatos con causas cardiacas
y extracardiacas de distrés respiratorio (Herndon et al., 2002; Herndon et al., 2004b).

Figura 6. Boxer con cardiomiopatia arritmo- Figura 7. Radiografia toracica latero-lateral de
génica ventricular derecha, sometiéndose a un un perro con VMAC, con cardiomegalia, dila-
registro Holter 24 horas. tacion de auricula izquierda y edema pulmonar.

Varios estudios han evaluado los valores de troponinas en perros con valvulopatia
mitral adquirida cronica (VMAC). No so6lo presentaban valores elevados de troponina I,
sino que ademads observaron que ésta se elevd mas rapidamente en perros que murieron
de enfermedad cardiaca, demostrando el valor pronostico de las troponinas en perros
con esta enfermedad (Oyama y Sisson, 2004; Spratt et al., 2005; Linklater et al., 2007,
Bakirel y Gunes, 2009; Ljungvall et al., 2010; Hezzell et al., 2012; Trafny et al., 2012).




Se ha demostrado que los perros con miocardiopatia dilatada (MCD) con valores de
troponina I mas elevados tiene un peor prondstico que perros con menores elevaciones,
concluyendo que los niveles de troponina I tienen un impacto importante en la super-
viviencia de los perros con esta enfermedad (Pelander et al., 2002; Oyama y Sisson,
2004; Spratt et al., 2005; Noszczyk-Nowak, 2011). Por otro lado, varios estudios deter-
minaron que las troponinas T e I tenian bajo valor predictivo para detectar MCD oculta
en perros asintomaticos (DeFrancesco et al., 2002; Oyama et al., 2007). Sin embargo,
en contraposicion otro estudio mas reciente ha publicado que la troponina I es un test

diagnostico valioso que puede detectar MCD en perros que son clinicamente normales
(Wess et al., 2010).

Los perros Boxer con cardiomiopatia arritmogénica ventricular derecha presentan
niveles de troponina I significativamente mayores que los Boxer sanos y los perros no
Boxer (Baumwart et al., 2007). Esto probablemente se debe a una pérdida de troponinas
persistente debido a la miocarditis y degeneracion de las miofibras que se produce en
esta enfermedad (Basso et al., 2004).

Cardiopatias congénitas

Los valores de troponina I en perros con cardiopatias congénitas (ductus arteriosos
persistente (DAP), estenosis adrtica, estenosis pulmonar y defecto septal interventricu-
lar), no variaban significativamente respecto a los valores para perros sanos (Spratt et
al., 2005). Aunque por otro lado, otro estudio mostr6 valores de troponina I en perros
con estenosis subadrtica superiores a los valores de perros sanos, y ademas encontraron
una correlacion, aunque débil, con el grosor de la pared ventricular (Oyama y Sisson,
2004). Tras la correccidon quirirgica de algunas de estas patologias, se observd que 7
de los 10 perros estudiados presentaban niveles de troponina I elevados tras el cierre
del DAP, probablemente por dafio miocardico provocado por cambios agudos en las
presiones tras el cierre de la comunicacion (Bussadori et al., 2008). Igualmente, perros
con estenosis pulmonar grave tras cirugia de valvuloplastia mostraron concentraciones
de troponina I elevadas en un 30% comparadas con valores pre-quirurgicos, probable-
mente por dafio miocardico al inflar el balén de valvuloplastia (Saunders et al., 2009b).

Arritmias

Perros con bradiarritmias, principalmente bloqueo auriculo-ventricular y sindrome
del seno enfermo, también mostraron valores elevados de troponina I, correlacionado
con valor prondstico de tiempos de supervivencia (Church et al., 2006; Guglielmini et
al., 2006; Lee et al., 2009; Fonfara et al., 2010a; Trafny et al., 2010). La causa subya-
cente de estas arritmias, como fibrosis o inflamacion, o dafio hipoxico secundario a una




perfusion disminuida, probablemente sean las causas de estas elevaciones. En un perro
con bloqueo auriculo-ventricular de tercer grado y valores elevados de troponina I, se
observé una necrosis miocardica extensa en la necropsia (Church et al., 2007). Los estu-
dios de los valores de troponinas tras la implantacion de un marcapasos son divergentes;

algunos autores han observado una elevacion de las mismas, sobre todo en perros con
bloqueo auriculo-ventricular (Trafny et al., 2010), mientras que otros han publicado una

reduccion de los valores de troponina I tras la instauracion del marcapasos (Fonfara et
al., 2010b).
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Figura 8. Electrocardiograma de un perro con
bloqueo auriculo-ventricular de tercer grado.

Figura 9. Imagen ecocardiografica de un perro
con efusion pericardica.

Disnea

Hay varios estudios que evaltan la utilidad de la troponina I para diferenciar la dis-
nea de origen cardiaco de la disnea no cardiogénica en perros, sin embargo las conclu-
siones difieren entre ellas; unos autores no observaron ninguna diferencia significativa
entre los valores de troponinas de ambos grupos de perros (Prosek et al., 2007), mientras
que otros autores afirman su validez, si bien recomiendan no emplear la medicion de
troponina I como tnico método diagnostico (Herndon et al., 2008; Payne et al., 2011).
Perros braquicéfalos con sindrome obstructivo de las vias respiratorias altas también
mostraron valores de troponina I elevados: se hipotetizo que probablemente existiera
dafio miocardico, por activacion simpatica, hipoxia y elevacion de la presion arterial,
al igual que sucede en humanos con sindrome de apnea obstructiva del suefio (SAOS)
(Planellas et al., 2012).

Enfermedad pericardica

Se ha demostrado que la enfermedad pericardica provoca elevaciones de troponinas
en humanos (Brandt et al., 2001); se cree que su liberacion es secundaria a inflamacion
del epicardio, mientras que la disminucion en la perfusion coronaria durante el tapo-
namiento cardiaco también podria producir su liberacion. Estudios han mostrado que
perros con efusion pericardica tienen valores de troponina I significativamente mas ele-
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vados que los perros normales (Linde et al., 2003; Shaw et al., 2004; Spratt et al., 2005;
Linde et al., 2006). Algunos autores sugirieron que los niveles de troponina I podrian
ser empleados para diferenciar la efusion pericardica idiopatica y la efusion debida a
hemangiosarcoma, al encontrar que los perros con hemangiosarcoma mostraban valores
de troponina I significativamente mas elevados en comparacion con perros con efusion
pericardica idiopatica (Shaw et al., 2004; Chun et al., 2010). Sin embargo, un estudio
prospectivo diferente llevado a cabo con 20 perros, encontrd que los niveles de troponi-
na I no diferenciaban la etiologia en estos casos (Linde et al., 2003).

Trauma cardiaco

Un traumatismo cardiaco directo puede resultar en elevaciones de troponinas; esto
podria ser secundario a dafios mecanicos tal como cirugia cardiaca, cateterizacion, con-
tusiones miocardicas por traumatismos toracicos, dafios eléctricos provocados durante
la cardioversion, procesos de ablacion, o desfibrilizacion (Antman et al., 2000; Hasde-
mir et al., 2002; Velmahos et al., 2003). Elevaciones de las troponinas T e I también han
demostrado ser sensibles para detectar dafio cardiaco en perros y gatos con traumatismo
toracico (Shober et al., 1999; Kirback et al., 2000; DeFrancesco et al., 2002; Burguener
et al., 2006; Diniz et al., 2007).

Enfermedades infecciosas e inflamacion

Durante la sepsis, la disfuncion miocardica y elevaciones de troponinas son fre-
cuentes (Fernandes et al., 1999; Ver Elst et al., 2000). Se desconocen los mecanismos
exactos, aunque se han propuesto varias posibilidades, como falta de suministro de oxi-
geno, microémbolos sépticos, efectos toxicos de las endotoxinas bacterianas, o efectos
cardio-depresores de las citoquinas, como el factor-alfa de necrosis tumoral (Ver Elst
et al., 2000; Morrow, 2003); también podria estar implicado el dafio por isquemia y re-
perfusion secundario a disfuncion microvascular. Elevaciones de troponina I también se
presentan en casos de miocarditis (Smith et al., 1997). Actualmente, hay pocos trabajos
en medicina veterinaria acerca de los niveles de troponina I en sepsis.

Perros con parvovirosis mostraron valores elevados de troponina I, probablemente
debido a la miocarditis primaria o secundaria a sepsis que se puede presentar en esta en-
fermedad, siendo mas elevadas en los perros que no sobrevivian a la enfermedad frente
a los que si (Kocaturk et al., 2012). Aunque no es comun, la babesiosis canina puede
provocar lesiones cardiacas, como hemorragia del epicardio y endocardio, infiltrado
celular inflamatorio, necrosis de miocardio y efusion pericardica (Lobetti et al., 2002).
Se cree que estos cambios estdn relacionados con una respuesta inflamatoria severa e
hipoxia anémica. Las elevaciones de la troponina I se pueden utilizar para determinar la




implicacion cardiaca en la babesiosis, y existe una asociacion entre niveles de troponina
Iy la gravedad clinica y mortalidad (Lobetti et al., 2012).

Un estudio de perros de Brasil infectados por Ehrlichia canis, mostro que el 44%
de los pacientes presentaban concentraciones elevadas de troponina I que sugeria la
presencia de dafio miocardico, sin que hubiera enfermedad cardiaca aparente (Diniz
et al., 2008). Otro estudio mostraba elevaciones de troponina I en 45.5-59.1% de los
perros con ehrlichiosis (Ehrlichia canis) (Koutinas et al., 2012). Perros infectados por
Leishmania infantum presentaron elevaciones de troponina I en el 40% de los casos, in-
dicativo de dafio miocardico (Silvestrini et al., 2012). Igualmente se observaron valores
elevados en perros infectados por Tripanosoma cruzi (Barr et al., 2005). En un estudio
en perros con leptospirosis (Leptospira interrogans) vieron que los niveles de troponi-
nas predecian el resultado de la enfermedad, siendo sus valores mayores en perros que
no sobrevivian a la enfermedad (Mastrorilli et al., 2007).

Figura 10. Areas de necrosis en pared miocar-  Figura 11. Radiografia toracica latero-lateral
dica del corazén de un galgo tras la adminis-  de un perro con DAP, con aumento de la si-
tracion de ractopamina (Yaeger et al., 2012). lueta cardiaca.

Farmacos y toxicos

La miocardiopatia secundaria a quimioterapia, especialmente por antraciclinas,
como la doxorrubicina, es irreversible y normalmente letal. El desarrollo de la mio-
cardiopatia se relaciona con la dosis acumulativa del farmaco durante el tratamiento
quimioterapico y los signos clinicos de enfermedad cardiaca pueden retrasarse, apare-
ciendo cuando la quimioterapia ha terminado (Selting et al., 2004). En estudios veteri-
narios, la troponina T se elevd en 2 perros con linfoma recibiendo tratamiento quimiote-
rapico (DeFrancesco et al., 2002), sin que mostraran evidencias de enfermedad cardiaca
previamente. Un estudio retrospectivo mostré que elevaciones de troponina I fueron
observadas en 32 de los 44 perros estudiados durante tratamiento quimioterapico con
doxorrubicina, para linfoma y osteorsarcoma, pero las elevaciones no predijeron el de-
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sarrollo de enfermedad cardiaca, basada principalmente en hallazgos del examen fisico
y radiografias tordcicas (Selting et al., 2004).

En un estudio en galgos, tras la administracion de ractopamina (un beta 2-agonista
usado como anabolizante en ganado y en perros de competicion), 7 de 9 presentaban
elevaciones de troponina I y desarrollaron arritmias cardiacas; dos de ellos fueron eu-
tanasiados, y en la necropsia se pudieron apreciar focos de necrosis en el miocardio
(Yaeger et al., 2012).

No se observaron aumentos de los valores de troponina I tras la sedacion con me-
tomidina y butorfanol durante 30 minutos, ni tras anestesia con isufluorano en perros
sanos (O’Brien et al., 2006; Singletary et al., 2010). Sin embargo, otros estudios han de-
mostrado elevaciones de la troponina I en perros sanos tras la anestesia, en comparacion
con los valores pre-quirurgicos (Saunders et al., 2009a; Cilli et al., 2010), considerando
que la hipotension y reduccion de la perfusion tisular producidas durante la anestesia
pudieron producir lesion miocardica menor (Saunders et al., 2009a).

También se han descrito elevaciones de troponina I en perros envenenados con bu-
fotoxina (veneno de sapo Bufo spp) (Camplesi et al., 2009) y por mordedura de vivora
comun europea (Vipera berus) y vivora palestina (Vipera palaestinae) (Segev et al.,
2008; Pelander et al., 2010).

Ejercicio y dano muscular

Varios estudios han mostrado niveles de troponinas elevados en humanos tras rea-
lizar ejercicio fisico de alta resistencia, como maratones y triatlones (Rifai et al., 1999;
Chen et al., 2000; Neumayr et al., 2001); se cree que esto representa un dafio cardiaco
temporal, y que la liberacion de troponina en estos casos podria proceder de la reserva
libre citosolica. Perros de trineo de Alaska durante la realizacion de ejercicio extre-
mo, mostraron elevaciones de troponina I, obteniéndose los mayores valores tras correr
largas distancias (160 km) (McKenzie et al 2007), mientras que tras ejercicio intenso
durante breves periodos de tiempo no se elevaron significativamente sus valores (Wak-
shlag et al., 2010).

Tromboembolismo pulmonar e hipertension pulmonar

Humanos con tromboembolismo pulmonat (TEP) e hipertension pulmonar (HTP)
presentan elevaciones de troponinas cardiacas (Meyer et al., 2000; Douketis et al., 2002;
Konstantinides et al., 2002; Torbicki et al., 2003; Andersen et al., 2012). Ambas pato-
logias provocan sobrecarga de presion del ventriculo derecho y una menor perfusion




miocardica. Estos cambios, junto con la hipoxemia provocada por el TEP, pueden pro-
ducir dafio cardiaco y liberacién de troponinas (Giannitsis et al., 2000). Los pacientes
con TEP y troponinas elevadas tienen un peor prondstico que aquellos sin elevaciones
de troponinas (Giannitsis et al., 2000). En veterinaria existen pocos estudios y los re-
sultados son contradictorios: algunos autores no hallaron elevaciones de troponina I en
perros con HTP precapilar (Kellihan et al., 2011), frente a otros que si (Guglielmini et
al., 2010); como explicacion a estos resultados discordantes, concluyeron que podrian
deberse a los diferentes estados de enfermedad en que se encontraban los perros de am-
bos estudios (Kellihan et al., 2011).

Figura 12. Perro afectado de VMAC con desa- Figura 13. Radiografia toracica laterolateral de
rrollo de edema pulmonar agudo, en posicion perro con MCD, en la que se puede apreciar
ortopneica. cardiomegalia y presencia de edema pulmonar.

Otras patologias extracardiacas

Las complicaciones cardiovasculares por dilatacion volvulo-torsion géastrica (DVT)
son frecuentes; éstas incluyen shock, isquemia y dafios por reperfusion, y arritmias. Se
ha demostrado que perros con DVT pueden desarrollar isquemia y necrosis del miocar-
dio (Schober et al., 2002). Dos estudios en veterinaria han evaluado las mediciones de
troponinas para identificar el dafio miocardico en perros con DVT (Schober et al., 2002;
Burgener et al., 2006). Un estudio evalud 85 perros con DVT y encontro niveles eleva-
dos de troponinas [ y troponinas T en 87% y 51% de los pacientes, respectivamente. Los
resultados del segundo estudio fueron similares, con valores de troponina I y troponina
T elevados en 93% y 57% de los pacientes, respectivamente (Burgener et al., 2006).
Todos los perros que murieron tenian valores elevados de troponina I (Schober et al.,
2002; Burgener et al., 2006).

Los gatos con hipertiroidismo presentan anomalias cardiovasculares frecuentemen-
te. Estas pueden ser taquicardia, hipertrofia miocardica, hipertension, arritmias, € in-
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suficiencia cardiaca congestiva, especialmente si al mismo tiempo hay presente una
miocardiopatia primaria. Varios estudios han demostrado elevaciones de troponina I en
esta patologia (Connolly et al., 2003; 2005). En uno de ellos, evaluaron 23 gatos hiper-
tiroideos, de los cuales 11 presentaban niveles elevados de troponina I (Connolly et al.,
2005). Seis meses después del tratamiento con yodo radioactivo, solo tres gatos tenian
todavia concentraciones elevadas de troponina I, lo que sugiere que el dafo continuado
a los miocardiocitos se habia resuelto en la mayoria de los ellos.

Otras patologias que han mostrado elevaciones de troponinas por dafio miocéardico
secundario son golpe de calor (Mellor et al., 2006), rabdomiolisis (Wells et al., 2009),
polimiositis (Warman et al., 2008), anemia hemolitica inmonomediada (Gow et al.,
2011), anemia, pancreatitis, Cushing y Addison descompesados, colico severo, linfoma
y otras neoplasias (Serra et al., 2010). Perros con piometra mostraron de ligeras a mo-
deradas elevaciones de troponina I sin haber llegado a determinar su origen (Hagman et
al., 2007; Pelander et al., 2008).

Edad y Raza

Aunque hay pocos estudios al respecto, perros de edades avanzadas podrian relacio-
narse con incrementos de troponina I (Oyama y Sisson, 2004; Ljungvall et al., 2010). Se
han observado mayores valores de troponina I en perros Doberman sanos con mas de 8
afos de edad, posiblemente por cambios en el miocardio relacionados con la edad o por
miocardiopatia inicial (Wess et al., 2010).

LaVecchio et al. (2009) encontraron valores de troponina I significativamente ma-
yores en galgos deportivos retirados que en perros de otras razas. Sin embargo, otras
patologias subyacentes deben tenerse en cuenta y hacen falta més estudios para deter-
minar si existen variaciones de los valores basales de troponinas entre diferentes razas
de perros.

Fallo renal

Diferentes estudios muestran que entre el 7-18% de los humanos con fallo renal
presentan valores elevados de troponina I (Freda et al., 2002; De Zoysa, 2004; Abbas
et al, 2005) y ademas estos valores elevados son indicadores pronosticos de mortalidad
(Stolear et al., 1999; Apple et al., 2002a). Aunque la causa exacta de estas elevaciones se
desconoce, se han propuesto varios mecanismos, incluyendo necrosis miocardica ocul-
ta, hipertrofia ventricular y aclaramiento renal disminuido (Diris et al., 2004; Jeremias y
Gibson, 2005). La troponina T estd mas cominmente asociada a elevaciones durante la
insuficiencia renal, con un 82% de los pacientes con elevaciones de troponina T frente




al 7% con valores elevados de troponina I (Apple et al., 2002a; Lamb et al., 2004). Pro-
bablemente, el aclaramiento de la troponina T esta disminuido por su mayor tamafio (37
KDa frente a los 24 KDa de la troponina I), por lo que su medicidén es menos util para
detectar dafo miocardico no isquémico en pacientes con insuficiencia renal (Schober,
2005). Hay varios estudios que muestran elevaciones de troponina I en gatos y perros
con azotemia e insuficiencia renal (Rishniw et al., 2004b; Porciello et al, 2008; Sharkey
et al, 2009; Serra et al., 2010).

3. MIOGLOBINA
3.1. Fisiologia

La mioglobina es una proteina monomérica de peso molecular relativamente bajo
(17.8 KDa), que fija el oxigeno del musculo estriado, tanto cardiaco como esquelético.
Est4 unida de manera reversible al oxigeno y aumenta su transporte a las mitocondrias,
desempefiando un papel importante en el metabolismo aerobio celular (Kamga et al.,
2012). La mioglobina esta relacionada filogenéticamente con la hemoglobina (Kendrew
et al., 1954; Wittenberg y Wittenberg, 1989), y mientras la hemoglobina se une a cuatro
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Figura 14. Molécula de mioglo-
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moléculas de oxigeno, la mioglobina se une s6lamente a una molécula de oxigeno, y
esta union no es modificada por el pH del sarcoplasma. Asi, el oxigeno unido a la mio-
globina puede emplearse cuando el musculo estd deprivado de oxigeno procedente de
la circulacién sanguinea, necesario para mantener la funcién mitocondrial (Kamga et
al., 2012).

La mioglobina esta localizada en tejido muscular esquelético y cardiaco, y repre-
senta el 2% del contenido proteico citoplasmatico en esas células (Varki et al., 1978;
Kiessling et al., 1981; Vaidya, 1992); la proteina es idéntica en ambos tipos de tejido
muscular (Wu, 1989). Ademas, no so6lo esta presente en el musculo estriado, sino que
también se ha demostrado su presencia en musculatura lisa en humanos; mediante téc-
nicas inmunohistoldgicas, se detectdé en muy pequefias concentraciones en el colon,
intestino delgado, utero y vejiga, ademas de arterias y venas (Qiu et al., 1998).

El dano celular, debido a una perfusion tisular inadecuada o por trauma, puede
conducir a la liberacion de mioglobina a la circulacion (Varki et al., 1978). Los niveles
de mioglobina se elevan a las 2 horas tras el episodio isquémico, alcanzan sus valores
maximos entre las 6-9 horas y regresan a la normalidad entre las 24-36 horas (Vaidya,
1992). La vida media de la mioglobina en plasma es de 5-9 minutos en perros y 10-20
minutos en humanos (Klocke et al., 1982; Ellis y Saran, 1989), y se elimina con rapidez
por la orina. La elevacion tan temprana de los niveles de mioglobina se atribuye al
pequefio tamafio de la proteina (Vaidya, 1992; Bhayana y Henderson, 1995).

3.2. Mioglobina en medicina humana

En medicina humana, la utilidad de la mioglobina reside en su elevada sensibilidad
y valor predictivo negativo en las primeras horas del infarto agudo de miocardio (Bro-
gan et al., 1994; McCord et al., 2001; Singh et al., 2010).

Su principal ventaja radica en la rapidez de su elevacion en sangre, siendo actual-
mente la prueba diagnostica mas precoz del infarto agudo de miocardio (Van Blerk
et al., 1992; Montague y Kircher, 1995; Laurino et al., 1996; de Winter et al., 2000;
Lang et al., 2000; McCord et al., 2003) o contusion cardiaca (Keller y Shatney, 1988;
St Louis y Grandhi, 1994; Ferjani et al., 1997; Bertinchant et al., 2000; Collins et al.,
2001; Sybrandy et al., 2003). Sin embargo, durante durante las 3-4 primeras horas desde
la aparicion de los sintomas, un incremento aislado de mioglobina no es lo suficiente-
mente sensible para el diagndstico (Mair, 1997); por lo tanto, elevaciones de mioglobina
obligan a la determinacion ulterior de otro marcador mas cardioespecifico, como las
troponinas cardiacas o CK-MB; estos marcadores son mas especificos pero la elevacion
de sus valores seroldgicos comienza mas tarde. Por otro lado, la medicién de valores




de mioglobina nos proporciona informacidn sobre la posible extension de la necrosis
miocardica, si sus cifras no vuelven a la normalidad en el tiempo estimado normal (24
a 36 horas después del daiio miocardico).

Un estudio con 951 pacientes humanos con sospecha de padecer un sindrome co-
ronario agudo, observo que los valores de mioglobina y de troponina I en el momento
de la presentacion del paciente en el centro de urgencias, eran importantes indicadores,
independientes entre si, del prondstico a largo plazo, y ambos se asociaron con una
mayor mortalidad en un periodo de 5 afios (Jaffery et al., 2008). Otro estudio con 3461
pacientes, concluyo que, a pesar de la ausencia de especificidad cardiaca, valores eleva-
dos de mioglobina estaban fuertemente relacionados con la mortalidad de los pacientes
(Kontos et al., 2007). El hecho de que la mortalidad asociada a la mioglobina fuera
elevada en pacientes con valores de troponina I negativos, sugiere que la mioglobina po-
dria predecir la mortalidad a través de mecanismos basados en isquemia no miocardica.
Por ejemplo, la hipotension y la perfusion renal reducida pueden resultar en liberacion
de mioglobina por la musculatura esquelética (Spangenthal y Ellis, 1995) y podria con-
tribuir a la mortalidad de origen no cardiaco. De acuerdo con esta teoria, un pequeio
estudio en 31 pacientes que presentaban sepsis o shock hipovolémico mostraron que las
elevaciones de mioglobina (97%) eran mas frecuentes que elevaciones de troponina I
(74%) (Arlati et al., 2000).

La carencia de especificidad diagndstica es debida a que los niveles séricos de mio-
globina se pueden elevar en varias patologias con dafio a las células musculares esque-
Iéticas, como rabdomiolisis, cirugias, inyeccioén intramuscular, miopatias, tras realizar
ejercicio intenso, shock y convulsiones, y por varias toxinas y medicamentos (Brianzoni
et al., 1981; Klocke et al., 1982; Baadsgaard y Schmidt, 1984; Vaidya, 1992; Bhayana
y Henderson, 1995). Ya que es eliminado a través del rifidn, los niveles séricos de mio-
globina pueden estar elevados en insuficiencia renal (Varki et al., 1978; Klocke et al.,

Figura 16. Radiografia abdominal de perro con
DVT, donde se aprecia una marcada dilatacion
gastrica.

Figura 17. Extrasistoles ventriculares derechas
en el ECG del mismo perro de la imagen ante-
rior.
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1982; Vaidya, 1992; Spangenthal y Ellis, 1995). Aunque hay estudios donde observaron
que la eliminacion de mioglobina no se vio afectada por la tasa de filtracion glomerular

ni por la funcién renal, lo que sugiere un importante papel de la eliminacion extrarrenal
(higado, bazo) (Wakabayashi et al., 1994; Lappalainen et al., 2002).

Con la introduccion de ensayos de troponina mas sensibles y precisos, que pueden
detectar necrosis miocardica mas temprano desde la aparicion de los sintomas, la me-
diciéon de mioglobina ya no ofrece ninguna ventaja respecto a estos marcadores mas
cardioespecificos (Eggers et al., 2004; 2005). Sin embargo, como se ha descrito ante-
riormente, la elevacion de mioglobina ha demostrado tener un fuerte valor pronostico
en la aparicion de efectos adversos en pacientes de alto riesgo (de Lemos et al., 2002) y
de bajo riesgo (Newby et al., 2001) con sindrome coronario agudo.

3.3. Mioglobina en pequefios animales

En animales, la determinaciéon de mioglobina no se considera clinicamente util
debido a su baja especificad, rapida eliminacion y la baja incidencia patologia
isquémica en comparacion con humanos. Probablemente debido a esta causa, existen
pocos trabajos publicados en los que se haya determinado los valores de mioglobina
sérica en medicina veterinaria.

3.3.1. Ensayos

Hasta la fecha, solamente un inmunoensayo electroquimioluminiscente “point-of-
care” empleado en humanos para cuantificar la mioglobina, ha sido estudiado para me-
dir la mioglobina en pacientes caninos (Burgener et al., 2006; Adamik et al., 2009).

3.3.2. Mioglobina en diferentes patologias

Hasta la fecha, dos trabajos han publicado valores de mioglobina en perros con
dilatacion volvulo-torsion gastrica (DVT) (Burgener et al., 2006; Adamik et al., 2009),
mostrando su valor como indicador pronostico, ya que asociaban valores elevados de
mioglobina con mortalidad debido a complicaciones cardiacas derivadas de la patolo-
gia. En ambos estudios se observaron valores de mioglobina elevados en el momento
del ingreso y tras 48 horas en la mayoria de los pacientes. Sin embargo, Adamik et al.
(2009) concluyeron que el valor de mioglobina en el momento del ingreso del perro en
el hospital no se podia emplear como Unico pardmetro para predecir la superviviencia
del animal.

Burgener et al., (2006) estudiaron los valores de mioglobina en perros con trauma-




tismo torécico, obteniendo valores elevados en todos los perros estudiados (n=8) en el
momento de su ingreso en el hospital y tras 48 horas. Otro estudio en perros con con-
tusion tordcica inducida experimentalmente mostrd, mediante técnicas de inmunohisto-
quimica, pérdidas aisladas de mioglobina celular y presencia en el espacio intercelular
a partir de los 5 minutos tras la contusion, y deplecion de mioglobina en las fibras mio-
cardicas en los perros muertos entre los 60-180 minutos tras el trauma, junto con focos
hemorréagicos y/o necroticos, aunque en este estudio no se midieron los valores séricos
de mioglobina; ademads, estos perros también manifestaron taquicardias ventriculares
(Guan et al., 2007). Resultados similares se han encontrado en estudios inmunohisto-
quimicos en isquemia inducida experimentalmente en cerdos, ratas y perros (Block et
al., 1983; Nomoto et al., 1987; Fujiwara et al., 1988).
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En un estudio experimental, se observaron valores seroldgicos elevados de mioglo-
bina a los 20-40 minutos tras producir oclusion arterial en perros, con una vida media
de 38 minutos (Klocke et al., 1982); mientras que otro estudio experimental en 18 pe-
rros en los que se indujo hipotension sistémica, mostro que el andlisis de la cinética de
la mioglobina plasmatica permite una deteccion temprana de la reperfusion coronaria
tras el dafio miocardico incluso en presencia de una importante hipotension sistémica
(Spangenthal y Ellis, 1995).
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4. DIMERO-D

El dimero-D es el principal producto de la degradacion de la fibrina por la plasmina
y es generado en el paso final de la formacion de trombos. Se trata de uno de los pa-
rametros de la hemostasia mas estudiados en la Gltima década, debido principalmente
al papel que ha desarrollado en los algoritmos diagndsticos no invasivos de trombosis
venosa profunda (TVP) y tromboembolismo pulmonar (TEP), dada la tendencia que
se esta registrando, cada vez mayor, de hacer un diagnostico no invasivo de estas pa-
tologias, que conduce a subrayar todos los intentos encaminados a un diagnostico mas
cémodo, rapido y barato.

4.1. Fisiologia

Durante el proceso de activacion de la coagulacion, se forma trombina, la cual, ade-
mas de ser un potente activador plaquetario, cataliza la transformacion de fibrinégeno a
fibrina y promoviendo su polimerizacion (Fuster et al., 1988). Por lo tanto, mediante la
accion de la trombina se liberan dos pequefios péptidos (fibrinopéptidos A y B), dando
lugar a los mondmeros solubles de fibrina. La union en paralelo de los dominios Dy E
de dos mondmeros da lugar a la formacion de dimeros de fibrina, que posteriormente se
unen entre si de forma no covalente formando polimeros de fibrina (Walker y Nesheim,
1999; Horan y Francis, 2001). El factor XIII, activado por la trombina, actia sobre estos
polimeros y catalizando la formacion de enlaces covalentes entre los dominios D de
dimeros adyacentes de fibrina, estabilizando la molécula. La molécula resultante forma
el coagulo en si (Bockenstedt, 2003).

Una vez formado dicho coagulo, comienza a actuar el sistema fibrinolitico, por me-
dio de la plasmina, la cual lleva a cabo una escision aleatoria de las moléculas de fibrina
estabilizada a nivel de las uniones no covalentes entre los dominios D y E de los mono-
meros originales de fibrina (Bockenstedt, 2003), pero respetando las uniones covalentes
entre los dominios D de moléculas adyacentes, obteniendo como resultado dimeros-D
y fragmentos-E de fibrina (Bauer, 2002). Ambos son parte del producto final de este
proceso de degradacion de la fibrina estabilizada.

Por lo tanto, el dimero-D se genera exclusivamente a partir de la degradacion de la
fibrina estabilizada, mientras que los productos de degradacion del fibrindgeno (PDFs)
se originan tanto a partir de la degradacion del fibrindgeno como de la fibrina no estabi-
lizada (Aguilar, 2010). Por lo que los resultados de estos ensayos no siempre represen-
tan los mismos procesos fisioldgicos o patoldgicos (Stokol, 2003).

El dimero-D es una molécula pequenia (182 KDa); la elevacion de las concentracio-




nes seroldgicas se detecta aproximadamente una hora después del inicio de la formacion
del trombo. Los niveles de dimero-D elevados persisten unos 7 dias tras el episodio
tromboembdlico (Meissner et al., 2000); posee una vida media de 8 horas y su via de
eliminacion es principalmente renal, y en menor medida por el sistema mononuclear
fagocitico (Adam et al., 2009).
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Figura 20. Fisiopatologia de la CID y generacion de Dimero-D
(Paramo, 2010).

4.2. Dimero-D en medicina humana

El dimero-D se usa principalmente para detectar enfermedades tromboembolicas,
incluyendo coagulacion vascular diseminada (CID), TVP y TEP (Bick y Baker, 1992;
Horan y Francis, 2001; Kelly et al., 2002).

En el manejo del TEP, la sospecha clinica y la realizacién de una gammagrafia
pulmonar es la estrategia diagnostica mas recomendada (Goldhaber y Morpurgo, 1992;
Hyers, 1995; Palla et al., 1995); sin embargo, entre el 40-60% de los casos el resulta-
do no es concluyente (Hull et al., 1985). La angiografia permanece como el patrén de
diagnostico imprescindible en determinados pacientes (Torbicki et al., 2008), pero es
costosa ¢ invasiva, y no esta exenta de riesgo (Stein et al., 1992); ademas, no esta di-
ponible en muchos centros de urgencias (Jurado-Gamez et al., 2000). Ante la sospecha
clinica, una prueba con un elevado valor predictivo negativo tendria un gran interés para
descartar esta patologia y evitar pruebas innecesarias o, por el contrario, para afianzar
la sospecha clinica (Anderson y Wells, 2000; Mavromatis y Kessler, 2001; Kelly et al.,
2002). Muchos autores defienden el uso de dimero-D dentro de un algoritmo diagnos-
tico para diferenciar pacientes que necesitan someterse a mas pruebas mas definitivas
de tromboembolismo pero invasivas (Mavromatis y Kessler, 2001; Kelly et al., 2002).
Asi, empleando el dimero-D se reduce el nimero de pruebas diagndsticas requeridas




para confirmar tromboembolismo y reduce sustancialmente los costes sanitarios (Kelly
et al., 2002).

Numerosos estudios han concluido que los resultados negativos en los valores de
dimero-D seroldgicos poseen un fuerte valor predictivo negativo para excluir estas pa-
tologias, con una sensibilidad entre 95-100% para TEP, aunque este valor varia segin
el método empleado (Perrier, et al., 1997; Quinn et al., 1999; Anderson y Wells, 2000;
Mavromatis y Kessler, 2001; Kelly et al., 2002; Abcarian et al., 2004; Goldhaber y Bou-
nameaux, 2012). Sin embargo, algunos autores advierten contra la sobreinterpretacion
de resultados negativos en casos con una elevada sospecha clinica de trombosis, ya
que la obtencion de valores normales de dimero-D no pueden excluir la posibilidad de
tromboembolismo en todos los casos (Anderson y Wells, 2000; Abcarian et al., 2004;
Breen et al., 2009).

De igual manera, para el diagnostico del TVP, la flebografia con contraste ha sido el
procedimiento diagnodstico de eleccidn clésico, pero es una prueba invasiva y compleja
desde el punto de vista técnico, que conllevaba una no despreciable morbilidad (Pearson
et al., 1995; Cogo et al., 1998), y que so6lo confirma la enfermedad en 10-25% de los
pacientes con sospecha clinica (Heijboer et al., 1993; Wells et al., 1997), por lo que en
los ultimos afios se han desarrollado nuevas estrategias diagnosticas basadas las escalas
de prediccidn clinica y valores de dimero-D, reservando las pruebas de imagen para los
casos seleccionados.

El valor predictivo positivo del dimero-D es muy bajo en la gran mayoria de los
trabajos (24-30%) (Ginsberg et al., 1993; Goldhaber et al., 1993). Debido a su baja es-
pecificidad, un test positivo no puede ser empleado para confirmar tromboembolismo,
aunque algunos autores creen que un valor de dimero-D elevado podria ser suficiente
evidencia para iniciar tratamiento trombolitico, especialmente en aquellos pacientes con
un indice elevado de sospecha (Kelly et al., 2002). Un dimero-D alto obliga a realizar
otras técnicas diagnosticas para confirmar o excluir TEP o TVP.

Los niveles de dimero-D elevados persisten unos 7 dias tras el episodio tromboe-
mbolico (Meissner et al., 2000); a partir de ahi, un resultado negativo no puede excluir
la patologia. La localizacion del trombo también influye en los valores serologicos de
dimero-D, ya que se ha visto que pacientes con TVP de localizacion distal o TEP sub-
segmentarios, muestran una mayor probabilidad de presentar resultados falsamente ne-
gativos (Aguilar, 2010).

Se ha visto que los niveles de dimero-D aumentan con la edad, posiblemente por la
elevada prevalencia de comorbilidades (Kelly et al., 2002; Rumley et al., 2006; Douma




etal., 2010; Tita-Nwa et al., 2010; Penaloza et al., 2012), por lo que se considera que la
especificidad y utilidad clinica de la medicion del dimero-D disminuyen al aumentar la
edad de los pacientes.

Existen numerosos procesos patologicos que no son de naturaleza trombdtica que
también pueden cursar con una elevacion del dimero-D, como traumatismo, cirugias,
neoplasias, sepsis, coagulacion intravascular diseminada, insuficiencia cardiaca conges-
tiva, hipertension pulmonar y eventos coronarios agudos (Jafri et al., 1993; Sbarouni et
al., 1994; Anderson y Wells, 2000; Horan y Francis, 2001; Cugno et al., 2004; Warwick
et al., 2008; Chalmers et al., 2009; Hargett y Tapson, 2008; Ho, 2011; Kelly et al.,
2002). Especialmente interesante es la elevacion del dimero-D durante el embarazo,
ya que se produce una activacion fisiologica del sistema hemostatico para preparar a la
gestante para el parto, y los niveles de dimero-D sufren un incremento progresivo de lo
largo de todo el embarazo (Kline et al., 2005; Jeremiah et al., 2012).

4.3. Dimero-D en pequefios animales

En perros, el dimero-D es mds comunmente usado como un test complementario
para el diagndstico de CID (Caldin et al., 1998; 2000; Stokol et al., 2000; Scott-Mon-
crieff et al., 2001; Griffin et al., 2003), aunque tiene un potencial para la deteccion de
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tromboembolismo (Nelson y Andreasen, 2002; Griffin et al., 2003; Nelson, 2005) y para
valorar el inicio de tratamiento preventivo tromboembdlico o monitorizar respuesta al
tratamiento (Anderson y Wells, 2000; Kelly et al., 2002).

4.3.1. Ensayos

La determinacion de las concentraciones plasmaticas de dimero-D ha sido posible
gracias al desarrollo de anticuerpos monoclonales que reconocen epitopos de los frag-
mentos de dimero-D. Los complejos resultantes se determinan mediante técnicas de
inmunoabsorcion ligada a enzimas (ELISA) o técnicas de aglutinacion (latex bead o en-
sayos inmunoturbidimétricos) (Kroneman et al., 1990; Anderson y Wells, 2000; Horan
y Francis, 2000), habiendo muchos kits o aparatos diferentes disponibles para su uso en
humanos (Reber y DeMoerloose, 2000; Mavromatis y Kessler, 2001; Kelly et al., 2002).
En general, los ensayos por ELISA y aglutinacion en latex cualitativos o semicuantitati-
vos son menos sensibles, y los ensayos cuantitativos basados en inmunoturbidimetria o
ELISA mediante espectrofotometria son mas sensibles. Estos ultimos requieren forma-
cion técnica especifica y estan disponibles s6lo en laboratorios especializados, mientras
que los primeros pueden encontrarse en kits de diagnostico “in situ”.

Ambas técnicas han sido empleadas para la deteccion de dimero-D en perros (Cal-
din et al., 2000; Otto et al., 2000; Stokol et al., 2000; Scott-Moncrieff et al., 2001;
Griffin et al., 2002; Nelson y Andreasen, 2002; 2003; Bauer et al., 2009; Boutet et al.,
2009), pero no todos los kits producen reacciones cruzadas con el dimero-D canino y
algunos no pueden ser empleados en esta especie (Stokol, 2003), por lo tanto todos los
analizadores empleados para medir dimero-D en veterinaria deben ser previamente va-
lidados en esta especie.

Desafortunadamente, los diferentes analizadores varian enormemente debido a las
diferencias en el método empleado, anticuerpos detectados y calibradores. Ademas, di-
ferentes estudios han empleado varios valores de cut-off para determinar la sensibilidad
y especificidad del test (Horan y Francis, 2001; Mavromatis y Kessler, 2001; Kelly et
al., 2002). Por lo tanto, los resultados de los diferentes sistemas no son directamente
comparables en humanos (Anderson y Wells, 2000; Reber y DeMoerloose, 2000; Horan
y Francis, 2001; Mavromatis y Kessler, 2001; Kelly et al., 2002) o perros (Stokol et al.,
2000; Griffin et al., 2002), lo que complica la interpretacion de los resultados a la hora
de seguir las diferentes publicaciones. Debido a la falta de estandarizacion, se recomien-
da que cada laboratorio siga sus propios rangos de referencia.

Actualmente, hay disponibles aparatos “in situ” (point-of-care), muchos de los
cuales ya han sido evaluados para su uso en pacientes caninos (Griffin et al., 2003;




Dewhurst et al., 2008; Bauer y Moritz, 2009), asi como un kit ELISA especifico usando
anticuerpos para dimero-D canino, aunque actualmente no esta disponible en el merca-
do (Griffin et al., 2003). Los perros sanos generalmente presentan valores de dimero-D
por debajo del limite de deteccion del equipo (Caldin et al., 2000; Stokol et al., 2000;
Nelson y Andreasen, 2002).

4.3.2. Dimero-D en alteraciones hemostaticas

Al igual que en humanos, el dimero-D se usa principalmente para detectar enfer-
medades tromboembolicas, incluyendo CID y TVP o TEP en pacientes caninos (Caldin
et al., 1998; 2000; Stokol et al., 2000; Nelson y Andreasen, 2002; Griffin et al., 2003).
Ademas, al igual que sucede en humanos, las concentraciones de dimero-D se incre-
mentan en perros con patologias no tromboembolicas, como intervenciones quirirgicas
(Nelson y Andreasen, 2002), anemia hemolitica inmuno-mediada (Scott-Moncrieff et
al., 2001), cancer, enfermedad hepatica, insuficiencia cardiaca, insuficienica renal (Nel-
son y Andreasen, 2002; Tarnow et al., 2007; Dewhurst et al., 2008; Zoia et al., 2012)
o hemorragias internas (secundarias a coagulopatias, trauma o neoplasia) (Nelson y
Andreasen, 2002; Griffin et al., 2003). Aunque CID podria ser una complicacion en
muchas de estas enfermedades, estos estudios enfatizan que aunque el dimero-D es
especifico de fibrindlisis, no es especifico de enfermedad tromboembolica. Por lo tanto,
las conclusiones son las mismas que en pacientes humanos: el dimero-D no deberia ser

Systemic bacterial infections/sepsis Immunologic disorders

* Gram-negative bacteria (endotoxin) * Immune-mediated hemolytic anemia

* Gram-positive bacteria (bacterial coat * Hemolytic transfusion reaction
mucopolysaccharide, enzymes) * Transplant rejection

Viral diseases Vascular disorders

* Canine parvovirus * Feline panleukopenia « Aortic aneurysm * Hemangioma

* Infectious canine hepatitis « FIP o Vaaeuikise

Canine parasitic and rickettsial infections
 Babesiosis (Babesia canis rosi)

* Monocytic ehrlichiosis (EArlichia canis) and Rocky
Mountain spotted fever (Rickettsia rickettsii)
Leishmaniasis (Leishmania infantum)
Spirocercosis (Spirocerca lupi)

Heartworm disease (Dirofilaria immitis)

Caval syndrome (Angiostrongylus vasorum and
Dirofilaria immitis)

Massive tissue injury

Heatstroke and hyperthermia

Gastric dilatation—volvulus (canine)

Burns

Head trauma

Fat embolism

Surgery (especially extensive and orthopedic)
Severe mechanical trauma

Reaction to toxins

Neoplasia . .

* Solid tumors (e.g., mammary tumors) Snakebite

* Lymphoid leukemia Miscellaneous
Myeloproliferative disorders * Pancreatitis * Hepatic failure
Lymphoma * Polycythemia

Hemangiosarcoma (canine)
Pulmonary adenocarcinoma

Tabla 2. Listado de condiciones clinicas potencialmente asociadas a CID en pequefios animales
(Bruchim et al., 2008).




usado como indicador diagnéstico Unico de enfermedad tromboembdlica, aunque es
altamente sensible con un fuerte valor predictivo negativo.

Por otro lado, y a diferencia que en los humanos, no se han evaluado posibles incre-
mentos de dimero-D relacionados con la edad en pequefios animales.

Coagulacion intravascular diseminada (CID)

CID es la patologia adquirida que cursa con tromboembolismos y hemorragias mas
grave en el perro (Bateman et al., 1998; Goggs et al., 2009). CID es siempre consecuen-
cia de otra enfermedad, incluyendo sepsis, neoplasia o anemia hemolitica inmunome-
diada. Se inicia mediante la activacion de la coagulacion, generalmente como conse-
cuencia de un dafio endotelial extenso y expresion de factor tisular. Esto sobrepasa los
mecanismos de control y resulta en trombosis generalizada, con consecuente fibrin6li-
sis. El consumo de plaquetas y el agotamiento de los factores de coagulacion provocan
hemorragias, las cuales caracterizan clinicamente este sindrome. La trombosis es una
consecuencia grave de CID, porque resulta de fallo multiorganico secundario a hipoxia
e infarto. Ademas, la formacion de productos de degradacion de la fibrina (PDFs) duran-
te la fibrinolisis contribuye a la formacion de hemorragias al inhibir la polimerizacion
de la fibrina y agregacion plaquetaria (Bateman et al., 1998; Gaftney, 2001).

El diagnéstico de CID es complicado y requiere la presencia simultdnea de evi-
dencias clinicas de hemorragia o trombosis, una enfermedad inicial subyacente, y una
constelacion de hallazgos de laboratorio, incluyendo trombocitopenia, tiempos de pro-
trombina o tromboplastina parcial aumentados, hipofibrinogenemia, concentraciones
de antitrombina disminuidas, y niveles incrementados de PDFs (Bateman et al., 1998;
Goggs et al., 2009). No existe ningun test patognomonico para CID (Bateman et al.,
1998; Horan y Francis, 2001), y el diagndstico todavia requiere la combinacion de ha-
llazgos laboratoriales y clinicos andémalos, ofreciendo el dimero-D informacién adicio-
nal de apoyo (Bick y Baker, 1992; Horan y Francis, 2001). La medicion de PDFs se ha
empleado rutinariamente en humanos y animales como un método diagnostico auxiliar
de CID. Estos detectan productos formados via fibrinogenolisis y/o fibrinolisis; por lo
tanto, valores elevados de PDFs indica s6lamente la accion de la plasmina. Estudios en
medicina humana y veterinaria han mostrado una sensiblidad de 72-74% vy especifici-
dad de 84% para la deteccion de CID (Caldin et al., 2000; Stokol, 2003). Estos resulta-
dos muestran que los PDFs podrian ser indicadores poco sensibles en el diagnostico de
CID (Nelson y Andreasen, 2003), y se ha sugerido que el dimero-D constituye un test
diagnostico de CID mas sensible y especifico que la determinacion de PDFs (Bick y
Baker, 1992; Griffin et al., 2003; Stokol et al., 2000).




Caldin et al (1997) fueron los primeros en evaluar el dimero-D para el diagnds-
tico de CID en perros. Empleando un método inmunoturbidimétrico, compararon los
resultados de dimero-D en perros sanos y perros con CID. La concentracion media de
dimero-D fue mayor en 71 perros con CID descompensada (determinada mediante sig-
nos clinicos y perfiles hemostaticos alterados) que en perros sanos. Empleando un cut-
off de 0.25 pg/ml, el ensayo tenia un 76% y 82% de sensibilidad para el diagndstico de
CID en dos diferentes estudios (Caldin et al., 1997; 1998). Stokol et al (2000) también
evaluaron este método inmunoturbidimétrico y, adicionalmente, un método de agluti-
nacion en latex para el diagnostico de CID en 20 perros. Este estudio empled diferentes
valores de cutoff, con 0.30 ug/ml y 0.39 pg/ml. La sensibilidad fue similar (85% para
el cutoff de 0.3 pg/ml) pero mas baja (65%) para el cut-off de 0.39 pug/ml que en los
estudio de Caldin et al (Caldin et al., 1997; 1998). En contraste, el método de aglutina-
cion en latex mostro una sensibilidad 100% en la misma cohorte de perros, lo cual era
significativamente mayor que la sensibilidad del método inmunoturbidimétrico usando
el cutoff de 0.39 pg/ml.
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Figura 23. Tromboembolismo pulmonar en un  Figura 24. Imagen histoldgica de un trombo-
perro con disnea aguda y cianosis. embolismo pulmonar canino.

Estos estudios indican que unos pocos perros clinicamente sanos pueden tener con-
centraciones de dimero-D ligeramente mayores que los intervalos de referencia estable-
cidos, mientras que algunos perros con CID podrian tener concentraciones de dimero-
D dentro de estos intervalos. Estos tltimos perros podrian haber sufrido CID mucho
menos grave, pequefios trombos (Kelly et al., 2002), o formacion de fibrina o actividad
fibrinolitica disminuidas (Sidelmann et al., 2000). Alternativamente, el anticuerpo an-
ti-humano de dimero-D empleado en el ensayo inmunoturbidimétrico podria no tener
reactividad cruzada optima con el dimero-D canino. La especificidad del dimero-D fue
elevada (97% para la aglutinacion de latex y método inmunoturbidimétrico empleados
a 0.39 pug/ml) en perros sanos (Stokol et al., 2000).




Otros estudios han publicado sensibilidad y especificidad de 93% y 30% respec-
tivamente, empleando un método inmunoturbidimétrico con un cutoff de 0.1 pg/ml
(Lanevschi-Pietersma et al., 2003), y 94.8% y 92.8% con un método de aglutinacion
en latex, sin especificar el cutoff empleado (Hirschberger et al., 2004). Dewhurst et al.
(2008) publicaron una sensibilidad de 87% y especificidad de 26% empleando un mé-
todo inmunométrico, con un cutoff de 0.5 pg/ml en un estudio con perros sanos, perros
con evidencias de CID o tromboembolismo, y perros enfermos pero sin evidencia de
CID o alteraciones tromboembolicas.

La especificidad del test es probablemente mas baja cuando se evaluan los pacien-
tes clinicamente enfermos. Caldin et al (1998) comunicaron que el dimero-D obtuvo
una especificidad de 95% comparando perros con CID (n=102) con aquellos con otras
enfermedades pero sin evidencia de CID (n=76). De manera similar, en un estudio pre-
liminar, Nelson y Andreasen (2002) mostraron que las concentraciones de dimero-D por
aglutinacion en latex fueron mayores en perros tras cirugias o con una serie de enferme-
dades, incluyendo neoplasia, insuficiencia renal o cardiaca, y enfermedad hepatica. Las
concentraciones de dimero-D fueron particularmente elevadas en perros con evidencias
clinicas de hemorragias internas. Muchos de estos perros padecian enfermedades que
podrian inducir CID, y no se especificd el numero de perros en cada categoria de en-
fermedad con potencial complicacién por DIC. Sin embargo, este estudio ilustra que
concentraciones aumentadas de dimero-D no son especificas de CID. Scott-Moncrieff
et al (2001) emplearon dimero-D como un test diagnostico secundario para evaluar la
funcion hemostatica en 20 perros con anemia hemolitica inmunomediada. El dimero-D
estaba incrementado en el 80% de estos perros. Estos valores, junto con los resultados
de otros tests de coagulacion, se emplearon como una evidencia de apoyo para la inci-
dencia de CID en esos perros.

El dimero-D parece ser un test sensible para CID y es probablemente superior a los
tradicionales ensayos de PDFs séricos para este propodsito. Por desgracia, el dimero-
D no es especifico de esta patologia, por lo que nunca debe emplearse como método
diagnostico tnico. Debe ser considerado un test diagndstico de soporte, dependiendo
el diagnodstico de éste basandose en los hallazgos clinicos y anomalias hemostaticas
(Bateman et al., 1998; Horan y Francis, 2001). Un estudio reciente evaluo los valores
de dimero-D en la deteccion temprana de DIC en perros en riesgo (Machida et al., 2010)
con prometedores resultados, pero todavia faltan estudios que evaltien su utilidad para
diagnosticar patologias en fases mas tempranas y en animales de riesgo, y monitorizar
o confirmar la resolucion de la enfermedad. Por otro lado, parece ser que los ensayos de
dimero-D no son utiles para el diagnostico de CID en la especie felina (Brazzell et al.,
2007) o poseen un valor limitado (Tholen et al., 2009).




Tromboembolismo

En perros y gatos el tromboembolismo estd asociado a una multitud de enfermeda-
des y es una complicacién de ciertas enfermedades grave y potencialmente letal (Keyes
et al., 1993; Johnson et al., 1999; Goggs et al., 2009). El tromboembolismo no es fre-
cuente en estas especies y su incidencia real es desconocida (Keyes et al., 1993; Palmer
et al., 1998; Johnson et al., 1999; Boswood et al., 2000). Un estudio retrospectivo de 10
afos en un hospital veterinario de referencia sugirié que la prevalencia de TEP en perros
fue del 0.9% (Johnson et al., 1999).

Figura 25. Depositos de dimero-D en pared Figigura 26. Ecocardiografia en corte paraster-
na

arterial de un perro con tromboembolismos, derecho donde se aprecia un trombo en el
visible mediante técnicas de inmunohistoqui-  tracto de salida de la arteria pulmonar de un
mica (x40). perro con disnea.

Sin embargo, probablemente la incidencia real sea superior, ya que el TEP es dificil
de diagnosticar antemortem, porque pruebas de diagnostico definitivo, como escinto-
grafia pulmonar o arteriografia, no estan disponibles actualmente en medicina vete-
rinaria (Keyes et al., 1993; Goggs et al., 2009), mientras que los signos clinicos son
altamente variables, inconsistentes y poco especificos, complicandose con la presencia
de signos clinicos propios de las enfermedades subyacentes (Nelson, 2005; Goggs et al.,
2009). En un estudio, el 60% de los casos de tromboembolismo diagnosticados, sufrian
nefropatia con pérdidas de proteinas o neoplasia y valores elevados de dimero-D (Nel-
son y Andreasen, 2003; Donahue et al., 2011). Un estudio reciente evaluo los valores de
dimero-D para detectar trombosis de los vasos cutaneos y necrosis de la piel en perros
con vasculitis cutanea (Rosser, 2009).

Por otro lado, el diagnostico post-mortem no esta exento de complicaciones; segin
las observaciones de un estudio experimental, el 50% de los trombos se lisaban durante
las 3 primeras horas post-mortem (Moser et al., 1973). Los trombos en perros se lisan
mucho més rdpidamente que en humanos debido a una mayor actividad del activador de
plasminogeno, mayor lisis plaquetaria y secrecion de activador del plasminogeno por el
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endotelio pulmonar (Lang et al., 1993). Ademas, la deteccion de los trombos no siempre
es posible, dependiendo de su localizacion.

Algunos estudios han evaluado diferentes ensayos para identificar procesos trom-
boembolicos en perros, obteniendo una sensibilidad de 100% y especificidad de 70%
con un método de algutinacion en latex (Nelson y Andrease, 2003) y sensibilidad de
87% y especificidad de 26% empleando un método inmunométrico (Dewhurst et al.,
2008) ambos con un cutoff de 0.5 pg/ml.

El dimero-D tiene el potencial de ser util para la deteccion antemortem de TEP en
pacientes caninos. Un estudio experimental en perros demostrd que tras la induccion
de TEP, los niveles de dimero-D estaban incrementados significativamente a los 30 mi-
nutos post-embolizacion, alcanzaron su punto mas alto a las 2 horas post-embolizacion
y permanecieron significativamente elevados durante 24 horas (Ben et al., 2007). Los
niveles de dimero-D estan ciertamente elevados en perros con evidencias clinicas de
tromboembolismo (Griffin et al., 2002; Nelson y Andreasen, 2002; 2003); en el estudio
de Nelson y Andreasen (2002), la enfermedad tromboembodlica estaba asociada a los va-
lores de dimero-D mas elevados comparados con otras condiciones, incluyendo enfer-
medad hepatica y neoplasia. El resultado de éste y otros estudios plantean la posibilidad
de que el grado de incremento en el dimero-D dé mayor informacion diagnoéstica, con
valores mas elevados siendo mas indicativos de tromboembolismo, especialmente si se
pueden excluir hemorragias internas en la evaluacién clinica. Sin embargo, no hay que
olvidar que, al igual que en humanos, perros con TEP cronico pueden presentar valores
normales de dimero-D (Griffin et al., 2003).




Most scientists regarded the new streamlined
peer-review process as ‘quite an improvement.’



“Nothing shocks me, I am a scientist™.
(Dr HW Indiana Jones, Indiana Jones and the Temple of Doom)
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ABSTRACT

Cardiopulmonary biomarkers are biological parameters that can be objectively measured
and quantified as indicators of pathogenic processes (heartworm disease) or as indicators of
response to therapeutic intervention. To determine levels of cardiopulmonary biomarkers
in canine dirofilariasis, measurements of cardiac troponin T, cardiac troponin I, myoglobin,
and D-dimer concentrations were performed for dogs with and without evidence of adult
heartworm infection. The results showed that levels of cardiac troponin T were unde-
tectable in all dogs studied while levels of cardiac troponin [ were higher in dogs infected
with Dirofilaria immitis. In healthy dogs, levels of myoglobin and D-dimer were below
detection limits of the instrument and were significantly higher in heartworm-infected
dogs, notably in microfilaremic dogs. The results suggest the possibility of using troponin
I and myoglobin as markers for cardiac damage and the D-dimer as a supportive tool for a

diagnosis of pulmonary thromboembolism in dogs with cardiopulmonary dirofilariasis.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Heartworm disease, caused by the filarial nematode
Dirofilaria immitis, is increasingly diagnosed in temper-
ate and tropical areas of the world (Genchi et al., 2007).
The pathophysiologic response to heartworm infection
is mainly due to the presence of adult worms in the
pulmonary arteries. Intimal proliferation occurs in arter-
ies occupied by living worms, while embolic fragments
trigger thrombosis. Both these effects lead to pulmonary
hypertension, which is one of the most important causes
of clinical signs in heartworm disease. Thrombosis and
thromboembolism may compromise the pulmonary cir-
culation further. Severe pulmonary hypertension, if not
treated, may progress to congestive heart failure (McCall
et al., 2008).

Cardiopulmonary biomarkers are biological parameters
that can be objectively measured and quantified as indica-

* Corresponding author. Tel.: +34 928 457426; fax: +34 928 451114.
E-mail address: ecarreton@becarios.ulpgc.es (E. Carreton).

0304-4017/$ - see front matter © 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
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tors of pathogenic processes like heartworm disease, or as
responses to therapeutic interventions (Singh et al., 2010).
The use of these biomarkers is a regular practice in human
medicine for detection and prognosis of cardiovascular dis-
eases. In veterinary medicine, these markers allow early
detection of cardiopulmonary diseases, confirm doubtful
cases and processes, and contribute to the establishment of
prognosis and the decision on a specific treatment (Morrow
and de Lemos, 2007; Boswood, 2009). Troponin T and tro-
ponin I are cardiac-specific isoforms of troponin, a striated
muscle-structural protein (O’Brien, 2008), released into the
circulation when the cardiac myocytes are damaged by
necrosis or ischemia. Because troponin T and troponin I can
be measured in plasma, both enzymes are used as an indi-
cator of myocardial damage (Boswood, 2009). Myoglobin
is an oxygen-binding protein found in skeletal and heart
muscle. Cell injury caused by inadequate tissue perfusion
or trauma may lead to the release of myoglobin into blood
stream. In human medicine, it is used as an early diagnostic
tool for acute myocardial infarction (Collinson et al., 2003).
During the process of clot formation, thrombin cleaves
fibrinogen to form soluble fibrin monomers that become
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insoluble when factor XIII cross-links these monomers.
Insoluble fibrin is cleaved by plasmin, producing different
oligomers, one of them being the D-dimer (Goggs et al.,
2009).Thus, increased concentrations of D-dimer in plasma
is a marker of fibrinolysis, and consequently, of clot forma-
tion.

The aim of the present study was to determine the levels
of troponin T, troponin I, myoglobin, and D-dimer in dogs
with and without adult heartworm infection to determine
their application as biomarkers of the damage caused by D.
immitis.

2. Materials and methods
2.1. Sample and sampling procedure

Cardiac troponin T, cardiac troponin I, myoglobin, and
D-dimer were measured in 88 client-owned dogs brought
to the Veterinary Medicine Service of Las Palmas de Gran
Canaria University. Their clinical status in relation to heart-
worm disease was assessed using a commercial ELISA test
kit to detect circulating antigens (PetChek1 HW PF, IDEXX
Laboratories Inc., Westbrook, Maine, USA) according to
manufacturer instructions. Dogs positive for circulating
adult heartworm antigen were further evaluated for the
presence or absence of microfilariae using a modified Knott
test. Dogs were separated into three groups based on adult
heartworm antigen status, clinical signs, and the presence
or absence of circulating microfilariae. Group 1 comprised
13 clinically healthy dogs 1-10 years old (mean 4.8 years);
six dogs were females and seven were males. All were neg-
ative for circulating D. immitis antigen, had no circulating
microfilariae, and had no obvious signs of heartworm infec-
tion. Group 2 consisted of 21 amicrofilaremic dogs 2-14
years of age (mean 4.9 years) that were positive for circu-
lating D. immitis antigens; 10 were females and 11 were
males. Group 3 comprised 50 microfilaremic dogs 1-14
years old (mean 5.1 years) that were positive for circulating
D. immitis antigen; 27 were females and 23 males.

The study <0.1 ng/ml and <74 ng/ml, was approved by
the ethical committee of Veterinary Medicine Service of Las
Palmas de Gran Canaria University and was carried out in
accordance with the current European legislation on ani-
mal protection.

2.2. Biomarker tests

Blood samples were drawn from the cephalic vein of
each animal on sampling days. Measurement of circulating
troponin T, myoglobin and D-dimer was performed using
heparinized blood, within 4 h of venipuncture, using spe-
cific CARDIAC T Quantitative®, CARDIAC M® and CARDIAC
D-Dimer® immunoassay system (Cardiac Reader® system,
Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) respectively,
according to manufacturer instructions. The measuring
range was 0.1-2ng/ml for troponin T, 30-700 ng/ml for
myoglobin, and 0.1-4 pg/ml for D-dimer. Values below
and above these ranges were displayed as negative and
high, respectively. Reference ranges of troponin T and myo-
globin in healthy dogs on Cardiac Reader were established
as <0.1 ng/ml and <74 ng/ml, respectively (Burgener et al.,

2006). Arange of D-dimer concentration on Cardiac Reader
in clinically healthy dogs in <0.2 pg/ml was established,
based on reference ranges reported in a previous study
(Bauer and Moritz, 2009).

Measurement of circulating troponin I was performed
within 4h using the test Troponina I Easy Reader® (Ger-
non Laboratories; Germany) and was processed using
Vedalab Easy Reader® (Veda.Lab diagnostics; Alengon,
France) according to manufacturer instructions. Reference
ranges for this assay were established using values of the
healthy dogs included in the study; reference ranges vary
widely based upon the equipment used making compari-
son of absolute values obtained from different equipment
of little clinical utility (Adin et al., 2006; Wells and Sleeper,
2008).

2.3. Statistical analysis

The SPSS statistical package (version 17.0 for Windows)
was used for all data analyses. Descriptive analyses of the
variables were carried out using the test of proportions
for qualitative variables and measurements of central ten-
dency (mean), measures of dispersion (standard deviation;
SD) for quantitative variables. The comparisons of absolute
means between groups were made using the Student’s t
test for normally distributed variables. Bivariate analyses of
proportionality of distribution of categorical variables were
estimated using the x2 test. A Pvalue <0.05 was determined
as indicating significance.

3. Results

Levels of cardiac troponin T levels in all dogs (n=71)
were below the detection limit (<0.1 ng/ml) of the instru-
mentation used (Table 1).

In group 1 (healthy dogs without heartworm disease;
n=38), cardiac troponin I levels were between 0.33 and
1.18 ng/ml. Dogs in group 2 (positive for D. immitis antigen
and amicrofilaremic; n=14) had cardiac troponin I val-
ues ranging from 0.44 to 3.26 ng/ml (Table 1). Values in
group 3 dogs (positive for D. immitis antigen and microfi-
lariae; n=16) ranged from 0.67 to 1.97 ng/ml. The values
for group 1 were significantly lower than those of both
groups 2 and 3 (P<0.05). No statistically significant differ-
ences were found between the values for groups 2 and 3
(both of which had dogs that were positive for circulating
heartworm antigen).

Myoglobin levels were under 30ng/ml for all dogs
tested in group 1 (n=9). Elevated circulating myoglobin
values (>74ng/ml) were found in 18.8% and 23.9% of
the dogs in groups 2 (n=16) and 3 (n=46), respectively
(Table 1).

Statistically significant differences (P<0.01) were found
between the mean myoglobin value for dogs from group 1
versus the mean for the dogs in groups 2 and 3 that had
elevated myoglobin values (Table 1). There was also a sig-
nificant difference (P<0.01) between mean the myoglobin
value in dogs in group 2 (amicrofilaremic) versus the mean
for group 3 (microfilaremic).

D-dimer values were below the detection limit of the
instrument (<0.1 ng/ml) in all dogs tested in group 1 (n=9).
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Table 1

Mean values for cardiopulmonary biomarkers studied for groups of dogs with and without heartworm infection.

Cardiopulmonary markers Group 1 (n=13)

Group 2 (n=21) Group 3 (n=54)

Cardiac troponin T
Cardiac troponin |
Myoglobin
D-dimer

<0.1ng/ml (n=9)
0.9+0.3 ng/ml (n=8)
<30 ng/ml (n=9)
<0.1 pg/ml (n=9)

<0.1 ng/ml (n=16)
1.23+0.8 ng/ml’ (n=14)
93 +18 ng/ml? (n=3)
0.39+0.1 pg/ml>" (n=7)

<0.1ng/ml (n=46)
1.2+0.4ng/ml" (n=16)

273 +24ng/ml*f (n=11)
0.63+0.2 pg/mlI> ™t (n=22)

Data are shown as the mean or the mean =+ standard deviation.

Group 1: Healthy dogs without heartworm disease; Group 2: D. immitis-Ag+ and amicrofilaremic; Group 3: D. immitis-Ag+ and microfilaremic.

2 Includes only dogs with elevated values of myoglobin (>74 ng/ml).
b Includes only dogs with elevated values of D-dimer (>0.2 p.g/ml).

* Significantly greater than Group 1 (P<0.05).

" Significantly greater than Group 1 (P<0.01).

i Significantly greater than Group 2 (P<0.01).

Elevated D-dimer levels (>0.2 pg/ml) were detected in
44% of the dogs tested in group 2 (n=16) and 48% of
group 3 (n=46) (Table 1). Statistically significant differ-
ences (P<0.01) were found between mean D-dimer value
for group 1 and the mean values for dogs in groups 2 and
3 with elevated levels. Statistically significant differences
(P<0.01)were also found between mean D-dimer value for
dogs with elevated levels in group 2 versus that in group
3.

4. Discussion

Cardiopulmonary biomarkers are biological parame-
ters that can be measured objectively and be used as
indicators of pathogenic processes or as a response to
therapeutic interventions (Singh et al., 2010). Several car-
diac biomarkers have been used in veterinary medicine
for diagnosing and assessing the extent and severity of
cardiopulmonary disease (Nelson and Andreasen, 2003;
Boswood, 2009). In heartworm disease, primary lesions
occur in pulmonary arteries and lung parenchyma, causing
pulmonary hypertension that can progress to congestive
heart failure (McCall et al., 2008). In the present study, we
measured levels of troponin T, troponin I, and myoglobin
as indicative of the myocardial damage and D-dimer lev-
els as a marker of thrombolysis in dogs infested with D.
immitis.

There are several studies that demonstrate the utility of
both troponin T (DeFrancesco et al., 2002; Tarducci et al.,
2004; Burgener et al., 2006; Linklater et al., 2007; Bakirel
and Gunes, 2009), and troponin I (Oyama and Sisson, 2004;
Burgener et al., 2006; O’Brien, 2008; Bakirel and Gunes,
2009) in the evaluation of myocardial damage in different
pathologies, as the slightest increase in serum levels indi-
cates a pathological change. In the current study, values of
troponin T were below limits of detection both in animals
with heartworm disease and healthy control subjects. This
result is similar to that found in previous studies in dogs
positive for circulating heartworm antigen (Sribhen et al.,
1999). However, levels of troponin I were slightly higher in
the antigen positive animals both with and without circu-
lating microfilariae in comparison with the control group.
This may indicate the presence of myocardial damage in
dogs positive for heartworm antigen.

Several studies suggest that troponin I is a more sensi-
tive and specific marker than troponin T for the detection of

minor cardiac damage (Hamm et al., 1997; Burgener et al.,
2006). This could be due to the difference in size of the
troponin I molecule in comparison with that of troponin
T, the former being smaller, and therefore, less sever car-
diac damage may allow leakage to occur (Linklater et al.,
2007).

Although levels of troponin I can rise in non-cardiac
pathologies, such as renal failure (Porciello et al., 2008;
Sharkey et al., 2009), the dogs in our study did not show any
evidence of concomitant renal pathology, and we therefore
attribute the differences found between the healthy con-
trol animals and the dogs with heartworm disease to the
presence of D. immitis.

In human medicine, myoglobin is used as an early indi-
cator of acute myocardial infarction. The highest serum
levels occur several hours before other cardio-specific
biomarkers, allowing a more rapid diagnosis and progno-
sis (Collinson et al., 2003). Myoglobin may come from both
cardiac and skeletal muscle. Detection of elevated plasma
myoglobin in dogs is not considered clinically useful due to
its low specificity, rapid elimination, and the low incidence
of ischemic cardiac disease levels in dogs compared with
humans. This is why an increase in myoglobin plasma val-
ues is not specific for cardiac damage in the dog. In our
study, the concentrations of myoglobin in dogs infested
with D. immitis were elevated in 23% of the dogs, notably
in dogs with microfilaremia. There are several studies that
show elevated levels of myoglobin in dogs with cardiac
damage in a range of pathologies, such as gastric dilatation-
volvulus, blunt chest trauma, and systemic hypotension
(Spangenthal and Ellis, 1995; Burgener et al., 2006; Adamik
et al., 2009); however, there are no published data on dogs
with cardiopulmonary dirofilariasis. Therefore, we cannot
confirm whether the origin of these levels of myoglobin is
cardiac or skeletal. Further studies would need to be carried
out to make this determination.

The D-dimer is a fibrin degradation product. High
plasma concentrations may indicate the presence of
thrombi and their degradation. In 47% of dogs positive
for D. immitis antigen, D-dimer were above the normal
range, most notably in microfilaremic dogs. Moreover,
these dogs had higher average values than amicrofilaremic
dogs that were positive for heartworm antigen. Other stud-
ies have demonstrated elevated values of D-dimer in dogs
with clinical evidence of thromboembolism (Griffin et al.,
2003; Nelson and Andreasen, 2003; Stokol, 2003). In our
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study, these elevated values may have been due to the
thromboembolic complications caused by the D. immitis
infection. Pulmonary thromboembolism is a common com-
plication in animals infected with D. immitis, due to the
presence of dead worms and fragments of diseased vas-
cular intima (Adcock, 1961; Rawlings, 1986; Knight, 1987;
Atwell et al., 1988). The presence of microfilaremia seems
to increase D-dimer values, suggesting that the presence of
microfilariae could increase the tendency to develop pul-
monary thromboembolism.

In conclusion, these preliminary data suggest the pos-
sibility of using troponin I and myoglobin as markers for
cardiac damage and D-dimer as a marker supportive for
thromboembolism in dogs with cardiopulmonary dirofi-
lariasis. However, more studies should be carried out to
obtain more reliable data on the marking capacity of these
molecules.
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It has been reported that dogs with heartworm disease (Dirofilaria immitis) show increased
plasma levels of D-dimer, a fibrin degradation product present in the blood after a blood clot
is degraded by fibrinolysis. In the present study the authors show that, in dogs with both
experimental and natural infections with D. immitis, D-dimer deposits in lungs and kidneys
are associated with pulmonary thromboembolism and microfilariemic status, as well as
there was a clear association between increased plasma values of D-dimer and positive
staining in immunohistochemistry. Results suggest that the monitoring of D-dimer levels in

D-dimer infected dogs could be useful in evaluating the presence of pulmonary thromboembolism in
Lung the lungs and that microfilariae may induce microthrombosis in kidneys, thus contributing
Kidney to renal pathology.

Immunohistochemistry

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Canine heartworm disease (CHWD) is caused by the
filarial nematode Dirofilaria immitis that resides in the
pulmonary arteries, and occasionally right heart cham-
bers, of dogs, cats, ferrets and wild canids. Infection
is characterized by endothelial proliferation, perivas-
cular inflammation and thrombo-embolism, all leading to
chronic pulmonary hypertension and right-side congestive
heart disease (Simén et al., 2012). Although the exact inci-
dence of pulmonary thromboembolism in these animals is
unknown, it is thought that it is a substantial complica-
tion in infected animals and in animals under adulticide
treatment. D-dimer is a fibrin degradation product present
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E-mail address: ecarreton@becarios.ulpgc.es (E. Carretén).
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in the blood after a blood clot is degradated by fibrinoly-
sis. During the process of clot formation, thrombin cleaves
fibrinogen to form soluble fibrin monomers that become
insoluble when factor XIII cross-links these monomers.
Insoluble fibrin is cleaved by plasmin, producing different
oligomers, one of them being the D-dimer (Goggs et al.,
2009). Thus, increased concentrations of D-dimer in plasma
is a marker of fibrinolysis, and consequently, of clot forma-
tion.

Several studies have documented that increased plasma
D-dimer concentrations can be useful in the identification
of dogs with thromboembolic disease and disseminated
intravascular coagulation, suggesting that early recogni-
tion of these conditions in critically ill dogs followed
by instigation of antithrombotic therapy may help in
the reduction of mortality (Nelson and Andreasen, 2003;
Stokol, 2003; Dewhurst et al., 2008). Carretén et al. (2011)
recently reported that levels of D-dimer were significantly
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higher in heartworm-infected dogs, when compared to
non-infected dogs. The authors thus suggested that D-
dimer could be used as a supportive tool for diagnosis
of pulmonary thromboembolism in dogs with heartworm
disease. Furthermore, it was shown that plasma levels of
D-dimer were particularly high in dogs with circulating
microfilariae, suggesting that thrombosis may also be due
to the presence of first stage larvae in tissues where they
have been shown to deposit, for example in the kidneys.
The aim of the present immunohistochemical study, using
aspecific monoclonal antibody against D-dimer, was there-
fore to evaluate the presence of D-dimer in lung and kidney
tissue of experimentally and naturally infected dogs.

2. Materials and methods
2.1. Animals

2.1.1. Experimentally infected dogs

Tissue samples from a total of 20 young adult bea-
gles (male and female) from a previous study (Kramer
et al., 2008) were used in this study. The dogs were born
and raised in a mosquito-proof environment and did not
have any prior exposure to natural infection with D. immi-
tis. Adult heartworms were harvested from a donor dog
approximately 8 months after infection; seven male and
nine female heartworms were introduced by intravenous
(IV) transplantation into each study dog. Approximately 6
weeks later (day 0), the dogs were ranked within gender by
microfilarial count and randomly allocated to two groups
of ten dogs each. Dogs in Group 1 served as microfilariemic
control dogs. The dogs in Group 2 served as infected dogs,
treated with doxycycline (10 mg/kg/day, orally from weeks
0-6, 10-12, 16-18, 22-26, and 28-34) or doxycycline as
above together with ivermectin (6 wg/kg monthly), which
has been shown to reduce pathology due to thromboem-
bolism and to eliminate circulating mf rapidly (Bazzocchi
etal., 2008). Approximately 36 weeks after IV filarial trans-
plant, dogs were humanely euthanized and necropsied. The
right caudal lobe of the lung and the kidneys from each ani-
mal were sampled and fixed in 10% buffered formalin until
processing.

2.1.2. Naturally infected dogs

Twenty-three dogs from a local dog shelter in Las Pal-
mas, Spain, a hyperendemic area of HWD (Montoya-Alonso
et al,, 2011) were used in the study. Inclusion in the study
was based on a positive result for circulating D. immi-
tis antigens (PetChekl HW PF, IDEXX Laboratories Inc.,
Westbrook, ME, USA). Dogs were further evaluated for the
presence or absence of microfilariae using a modified Knott
test. Levels of plasma D-dimer were measured according
to Carreton et al. (2011). Reference ranges for healthy dogs
were established in <0.2 wg/ml based on previous studies
(Bauer and Moritz, 2009; Carretén et al., 2011). Recruited
dogs were humanely euthanized and necropsied. The right
caudal lobe of the lung and the kidneys from each animal
were sampled and fixed in 10% buffered formalin until pro-
cessing. The study was approved by the Ethics Committee
of the Veterinary Medicine Service of Las Palmas de Gran

Canaria University and was carried out in accordance to
current European legislation on animal protection.

2.2. Histology and immuno-histochemistry

Lung and kidney tissues were embedded in paraffin
and processed for histology and immuno-histochemistry.
Six micron thick sections were placed on polylysine
pre-treated slides. Tissue sections were stained with hema-
toxylin/eosin for routine histological examination.

Anti-D-dimer immuno-histochemistry was carried out
as follows. Briefly, tissue sections were pre-treated in a
microwave oven for three 5 min cycles at 400 W in citrate
buffer. Endogenous peroxidase activity was inhibited by
incubation in 2% H,0, for 10 min. Sections were blocked
for 20min with 10% swine serum and then incubated
for 60min with an anti-D-dimer antibody (Product #
ABS 015-22-02, Thermo Scientific, USA) at 1:250 dilu-
tion. Slides were then treated with a secondary anti-rabbit
Ig biotinylated complex, rinsed and incubated with a
Streptavidin-HRP complex (LSAB+ System-HRP kit, Dako).
All incubations were performed at room temperature and
between each step washed two times with PBS for 5 min per
wash. Reactivity was revealed with 3,3’-diaminobenzidine
in chromogen solution kit (Liquid DAB+ Substrate Chro-
mogen System, Dako, Denmark) and stopped with rinses
in distilled water. Slides were counterstained with hema-
toxylin, dehydrated with graded ethanol, cleared in Xylene
and then cover slipped. Negative controls were carried out
with omission of the primary antibody.

3. Results

All experimentally infected dogs in Group 1 showed
varying degrees of pulmonary thrombo-embolism, often
with worm fragments surrounded by clots (Fig. 1(1)).
The presence of pulmonary thromboembolism in exper-
imentally infected dogs was consistently associated with
positive staining for D-dimer (Fig. 1(2)). As reported previ-
ously (Kramer et al., 2008), dogs treated with doxycycline
or with a combination of doxycycline and ivermectin
showed drastically reduced lung pathology and the vir-
tual absence of thrombo-embolism. In the present study,
lungs from these dogs were rarely positive for D-dimer
(Fig. 1(3)). Of the naturally infected dogs, 34.8% (n=8)
showed pathological levels of plasma D-dimer (mean
value: 0.42 4+ 0.18 pg/ml) associated in all cases with pos-
itive staining for D-dimer in pulmonary tissue (Fig. 1(4)).
These dogs showed numerous pulmonary arteries affected
by thrombo-embolism in some cases as well (Fig. 1(5)).
Out of the dogs with normal plasma levels of D-dimer
(<0.2 pg/ml), only 13.3% (n = 2) showed positive staining for
D-dimer in pulmonary tissue. It was also noted that lungs of
mf+ dogs were more frequently positive to D-dimer stain-
ing than mf— dogs (Table 1) being observed in many cases
positive staining for D-dimer associated to aggregates of
microfilariae (Fig. 1(6)).

Staining for D-dimer in the kidneys of experimentally
infected dogs appeared to depend on mf status. Indeed,
mf+ dogs showed D-dimer deposits within the glomeru-
lar capillaries (Fig. 1(7)), while mf— dogs were consistently
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Table 1

Tissues of lung and kidneys for immunohistochemistry from naturally
heartworm-infected dogs, divided by non-pathological and pathological
plasma levels of D-dimer and by mf status.

Positive staining

for D-dimer

Lungs (n=23)

Plasma D-dimer <0.2 pg/ml (n=15) 13.3% (n=2)

Plasma D-dimer >0.2 p.g/ml (n=8) 100% (n=8)

mf+ (n=19) 47.4% (n=9)

mf— (n=4) 25.0% (n=1)
Kidneys (n=17)

Plasma D-dimer <0.2 pg/ml (n=9) 33.3% (n=3)

Plasma D-dimer >0.2 p.g/ml (n=8) 75.0% (n=6)

mf+ (n=13) 69.2% (n=9)

mf- (n=4) 0% (n=0)

negative (Fig. 1(8)). Of the naturally infected dogs, sim-
ilar results are found, with mf+ dogs showing D-dimer
within the glomerular capillaries in most cases and mf—
dogs showing negative staining for D-dimer in renal tissue
(Table 1).

4. Discussion

In the present study, D-dimer deposits in the lung and
in the kidney of both experimentally and naturally infected
dogs was studied in order to verify if this degradation
product of clot formation is present in these tissues dur-
ing infection. We chose the experimentally infected dogs
from a previous study in order to determine if pulmonary
thromboembolism was associated with the formation and
deposit of D-dimer in the lungs and to compare stain-
ing with dogs that had been treated with drug regimes
that have been shown to greatly reduce lung pathology.
Results suggest that when thrombi are present, D-dimer
forms and deposits in affected arteries. Where thrombi are
absent, no staining is observed. The naturally infected dogs
used in this study were further characterized by deter-
mination of D-dimer plasma levels and there was a clear
association between increased plasma values and posi-
tive staining in immunohistochemistry, while the positive
staining showed by 2 of the dogs with non-pathological
plasma values of D-dimer could be due to local mild phe-
nomenon of thrombosis, not severe enough to increase the
plasma values of D-dimer. Pulmonary thromboembolism is
acommon complication due to the presence of dead worms
and fragments of diseased vascular intima; mild pulmonary
thromboembolism may be clinically unapparent, but in
severe cases this constitutes a life-threatening complica-
tion. Thus, the determination of D-dimer plasma levels
can be considered a valuable instrument in the prognosis,

clinical management and follow up of D. immitis-infected
dogs to evaluate lung pathology due to pulmonary throm-
boembolism. Indeed, as reported by Nelson (2005), the
difficulty in diagnosing pulmonary thromboembolism in
dogs may be confounded by its subtle symptomatic pre-
sentation and lack of non-invasive tests that are sensitive
and specific for the diagnosis. Although numerous lab-
oratory markers of coagulation have been studied, only
the D-dimer assay has shown clinical utility in detec-
ting early embolism in humans (Torbicki et al., 2008)
and is considered the marker of choice for dogs with
a suspicion of pulmonary thromboembolism, including
that caused by heartworm disease (Nelson and Andreasen,
2003; Stokol, 2003). However, since D-dimer is increased in
any condition resulting in the formation and breakdown of
fibrin, D-dimer concentrations may be increased in dogs
with other diseases associated with thromboembolism,
coagulopathies, or hemorrhage and, therefore, D-dimer
should not be used as a single diagnostic indicator of
pulmonary thromboembolism (Nelson, 2005; Dewhurst
et al., 2008), although negative D-dimer concentrations
may exclude pulmonary thromboembolism in a suspicious
patient (Nelson and Andreasen, 2003). This strategy for
interpreting negative D-dimer results is well documented
in humans (Stein et al., 2004).

We also evaluated the presence of D-dimer in the
kidneys in order to further study renal complications in
heartworm-infected dogs due to circulating microfilariae.
It has been shown that D. immitis-infected dogs can
present proteinuria, and that microfilariemic dogs have sig-
nificantly higher urine protein concentrations compared
to amicrofilariemic dogs, further confirming that micro-
filariae play an important role in alterations of kidney
function (Morchén et al., 2012). Furthermore, Carretén
et al. (2011) showed not only that D-dimer was increased
in dogs with heartworm disease, but also that micro-
filaremic dogs had significantly higher average values
than amicrofilaremic dogs that were positive for heart-
worm antigen. There are no reports on the effect of mf
on the coagulation properties in infected dogs. We thus
thought it interesting to determine if microfilarial status
(mf+ vs. mf—) was correlated to D-dimer expression in
kidney glomeruli. The apparent correlation between D-
dimer staining in kidneys and the presence of circulating
mf may suggest that renal function is compromised in
infected dogs not only due to immune complex forma-
tion but also to microthrombosis in capillaries. We found
that 33% of the kidneys from naturally infected dogs were
positive to immunohistochemistry staining while being
negative to pathological serum values of D-dimer. This

Fig. 1. Histology and anti-D-dimer immunohistochemistry of lungs and kidneys from dogs with heartworm (D. immitis) disease. (1) Lung tissue from an
untreated D. immitis-experimentally infected dog showing pulmonary thrombo-embolism around worm fragment (arrow; H&E, 20x); (2) serial section
of the same tissue as in (1), showing positive staining for D-dimer in the affected artery (arrows; DAB-HPS, 20x); (3) lung tissue from an experimentally
infected dog treated with a combination of doxycycline and ivermectin, with lack of staining for D-dimer (DAB-HPS, 20x); (4) lung tissue from a naturally
infected dog, showing intense staining for D-dimer around an adult nematode (arrow) in the pulmonary artery (DAB-HPS, 40x); (5) lung tissue from a
naturally infected dog, showing intense staining for D-dimer in numerous arteries (arrows; DAB-HPS, 20x); (6) lung tissue from a naturally infected dog,
showing intense staining for D-dimer around a group of microfilaria circulating within the pulmonary artery (arrow; DAB-HPS, 40x ); (7) kidney tissue from
an untreated (mf+) experimentally infected dog showing intense staining for D-dimer within a glomerular capillary (arrow; DAB-HPS, 60x); (8) kidney
tissue from an experimentally infected dog treated with doxycycline (mf-), showing lack of staining for D-dimer within glomerular capillaries (DAB-HPS,

20x).
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could be due to the fact that the microthrombi gener-
ated at renal level are not severe or extensive enough to
raise the serum levels. During filarial infections, mf cir-
culate unimpeded through the blood stream and it is not
clear how intravascular filarial parasites avoid precipitat-
ing thrombosis. Foster et al. (1991) showed that mf of
Brugia malayi, a human filarial parasite, are able to inhibit
the intrinsic coagulation pathway and platelet aggrega-
tion in vitro. When mf die, this inhibition is no longer
active. Thus, as results of the present study would indi-
cate, we may hypothesize that when mf deposit in the
glomeruli during patent infection, they cause thrombosis
and D-dimer formation, which may worsen the glomerular
function.

To conclude, the monitoring of D-dimer levels in
infected dogs is useful in evaluating the presence of
pulmonary thromboembolism in the lungs and that micro-
filariae may induce microthrombosis in kidneys, thus
contributing to renal pathology.
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ABSTRACT

Dirofilaria immitis adult worms lodged in the pulmonary arteries are the causative agent
of heartworm disease, characterized by endarteritis and obstruction of the blood flow.
Dying worms form embolic fragments which trigger thrombosis. Thus, pulmonary throm-
boembolism is an inevitable consequence of successful adulticide therapy. Clinical signs
of pulmonary thromboembolisms are highly variable and non-specific, and its diagnosis is
often difficult to obtain. The p-dimer assay is considered the marker of choice for dogs with
a suspicion of pulmonary thromboembolism. The aim of the present study was to evaluate
the variation of pD-dimer and platelets in 15 heartworm-infected dogs during the adulticide
treatment with ivermectin, doxycycline and melarsomine. Nine dogs were considered to
have a low parasite burden and 6 had a high burden. Measurements were carried out on
days 0, 60, and afterwards weekly on days 67,75, 82,91, 98,106, 113, 120, and finally on day
271 after treatment. 40% of dogs showed pathological concentrations of b-dimer and 40%
showed slight or mild thrombocytopenia on day 0. The levels of b-dimer decreased by day
60, probably due to the joint action of the ivermectin, doxycycline and exercise restriction.
All dogs with high parasite burden showed elevated values of b-dimer on several occasions
during the treatment, reaching the highest values the first and second week after the injec-
tions of melarsomine. Only 33.3% of the dogs with low parasite burden showed elevated
D-dimer levels at some point during the treatment, and all of them showed undetectable
levels from the third week after the first injection of melarsomine. On day 271, all dogs
showed undetectable levels of p-dimer. There was no correlation between thrombocyto-
penia and levels of b-dimer during the treatment. The evaluation of serum p-dimer appears
to be a supportive test in the assessment and monitoring of pulmonary thromboembolism
in dogs with heartworm disease during the adulticide treatment.

© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

immitis, which mainly affects dogs, cats, and other carni-
vores in temperate, humid and tropical areas all over the

Heartworm disease (HWD) is a vector-borne trans-
mitted disease caused by the filarial nematode Dirofilaria
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world. Moreover, it causes zoonotic infections, producing
pulmonary dirofilariasis in humans (Simén et al., 2012).
The pathophysiologic response to heartworm infection
is mainly due to the presence of adult worms in the pul-
monary arteries, the existence of microfilariae and the
release of the endosymbiotic bacteria Wolbachia pipientis
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from both adults and microfilariae when they die. The adult
worms cause endoarteritis with intimal proliferation and
thickening of the wall vessels, and obstruction of the blood
flow by narrowing the lumen of the smaller pulmonary
arterioles-branches. Furthermore, when the worms die,
along with platelet aggregation and fragments of diseased
vascular intima, embolic fragments are formed which trig-
ger thrombosis. These events lead to pulmonary hyperten-
sion, which is one of the most important causes of clinical
signs in heartworm disease. Severe pulmonary hyper-
tension, if not treated, may progress to congestive heart
failure (McCall et al., 2008; Simén et al., 2012). Thrombosis
and thromboembolism may compromise the pulmonary
circulation further; moreover, during the adulticide treat-
ment, pulmonary thromboembolism (PTE) is an inevitable
consequence of successful adulticide therapy. Mild throm-
boembolism may be clinically unapparent but in severe
cases life-threatening respiratory distress can occur.

D-Dimer is an end product of the degradation of a
fibrin-rich thrombus. During the process of clot forma-
tion, thrombin cleaves fibrinogen to form soluble fibrin
monomers that become insoluble when factor XIII cross-
links these monomers. Insoluble fibrin is cleaved by
plasmin, producing different oligomers, one of them being
the p-dimer. Thus, increased concentrations of b-dimer in
plasma is a marker of fibrinolysis, and consequently, of clot
formation. p-Dimers result only from the degradation of
cross-linked fibrin (stabilized clot) and, thus, in contrast to
other degradation products, are specific for active coagula-
tion and fibrinolysis (Goggs et al., 2009).

D-Dimer assays are the focus of much research in human
studies of PTE and in veterinary studies of thromboem-
bolic diseases (Nelson and Andreasen, 2003; Stokol, 2003;
Torbicki et al., 2008). Several studies have reported that
increase in plasma D-dimer concentrations can be useful
in the identification of dogs with thromboembolic disease
and disseminated intravascular coagulation (Nelson and
Andreasen, 2003; Stokol, 2003; Dewhurst et al., 2008). It
has recently been reported that a significant number of
dogs with naturally acquired HWD show an increase in
plasma concentrations of p-dimer (Carretén et al.,, 2011,
2012). The authors showed that these elevated concen-
trations of p-dimer would be due to thromboembolic
processes, suggesting that b-dimer could be used as a sup-
portive tool for diagnosis and evaluation of PTE in dogs with
heartworm disease.

The purpose of the present study was to evaluate the
variation of D-dimer, as well as platelets, in dogs infected by
D. immitis during the adulticide treatment with ivermectin,
doxycycline and melarsomine, following the American
Heartworm Society’s recommended protocol.

2. Materials and methods

15 client-owned dogs brought to the Veterinary
Medicine Service of Las Palmas de Gran Canaria Univer-
sity were included in the study. Ten were male and 5 were
female and the age ranged from 2 to 7 years; 10 were
mixed-bred dogs and 5 were pure-bred dogs (Dalmatian,
Samoyed, Beagle, German Shepherd Dog and Dachshund).
All the owners gave their consent to participate in this

82

study. The dogs lived in a hyperendemic area of HWD
(Montoya-Alonso et al., 2011). Inclusion in the study was
based on a positive result for circulating D. immitis antigens
(PetChek® HW PF, IDEXX Laboratories Inc., Westbrook,
Maine, USA). Dogs were further evaluated for the pres-
ence or absence of microfilariae using a modified Knott test.
Thoracic radiography and echocardiography exams were
carried out in all dogs at the beginning and at the end of
the study. The study was approved by the Ethics Committee
of the Veterinary Medicine Service of Las Palmas de Gran
Canaria University and was carried out in accordance to
current European legislation on animal protection.

Echocardiographic findings and levels of circulating
antigens were evaluated to estimate the worm burden
(Venco et al., 2003). According to Venco et al. (2003), when
worms were visualized in the pulmonary trunk and/or in
the proximal intralobar pulmonary arteries, the worm bur-
den was more likely to be clinically significant, while when
no worms were visualized or only a few echoes occupy-
ing the right pulmonary artery and extending to the main
pulmonary artery, the worm burden was considered low.

The dogs received adulticide treatment following the
American Heartworm Society recommended management
protocol (American Heartworm Society, 2012). Briefly, on
day O the dog is diagnosed and verified as heartworm
positive, monthly heartworm preventative based on iver-
mectin (6 pg/kg) and the administration of doxycycline
(10mg/kg BID) for 4 weeks is initiated. On day 60 the
dog is treated with the first intramuscular injection of
melarsomine (2.5 mg/kg), followed on day 90 by a second
injection, and a third injection on day 91. On day 120 the
dog is tested for presence of microfilariae and discharged.
Finally, on day 271, 6 months after completion, an antigen
testis carried out to confirm the adulticide efficacy. Moder-
ate exercise restriction was recommended from day O until
day 60 and significant since day 60 until at least one month
after the last melarsomine injection.

The blood sampling and measurements were done on
day 0, day 60 and from then on, on a weekly basis; on
day 67, day 75, day 82, day 91, day 98, day 106, day 113
and day 120. Finally, on day 271 the last blood sample and
measurements were taken and the test for detection of cir-
culating antigens was carried out (PetChek® HW PF, IDEXX
Laboratories Inc., Westbrook, Maine, USA).

Measurement of circulating p-dimer was performed
using heparinized blood, within 4 h of venipuncture, using
specific CARDIAC D-Dimer® immunoassay system (Cardiac
Reader system, Roche® Diagnostics, Mannheim, Germany),
according to manufacturer instructions. The measuring
range was 0.1-4 pg/ml; values below and above these
ranges were displayed as negative and high, respectively. A
range of b-dimer concentration on Cardiac Reader in clini-
cally healthy dogs in <0.2 p.g/ml was established, based on
reference ranges reported in a previous study (Bauer and
Moritz, 2009).

Platelet count was performed using blood collected
in EDTA-3K tubes, following standardized techniques
(canine profile) (Medonic® CA530, Boule Medical AB,
Stockholm, Sweden). Slight or mild thrombocytopenia
was considered when the platelet count was 50-142 x 103
platelets/pl (Furlanello et al., 2005) and thrombocytosis



G Model

VETPAR-6673; No.of Pages6

E. Carretén et al. / Veterinary Parasitology xxx (2013 ) xxX—xxx 3

was considered when the platelet count was >500 x 103
platelets/wl (Neel et al., 2012).

2.1. Statistical analysis

For data statistical analysis the IBM® SPSS® Statistics
(version 19) was used throughout. Descriptive analyses of
the variables were carried out using the test of proportions
for qualitative variables and measurements of central ten-
dency (mean), measures of dispersion (standard deviation;
SD) for quantitative variables. For continuous variables
we used the Kolmogorov-Smirnov test to check that the
variables were normally distributed. The comparisons of
absolute means between groups were made with the T of
Student test for normally distributed variables. Bivariate
analyses of proportionality of distribution of categorical
variables were estimated using the x2 test. A P value <0.05
was determined as indicating significance.

Finally, the correlation between abnormalities in
platelet number and p-dimer concentration in the differ-
ent groups by means of a Spearman rank correlation was
evaluated.

3. Results

Based on the modified Knott test results on day zero,
7 dogs (47%) showed microfilaremia and 8 (53%) were
amicrofilariemic. On day 120, only one dog showed micro-
filaremia and on day 271, none of them revealed presence
of microfilariae.

Echocardiographic findings and analysis of the levels of
circulating antigens suggest that 9 dogs (60%) can be con-
sidered as having a low burden of heartworms (group 1)
while 6 can be considered to have a high burden (group 2).

On day zero, 40% (6/15) of dogs showed elevated val-
ues of p-dimer (>0.2 pg/ml). Of these, 42.85% (3/7) were
microfilaremic and 37.5% (3/8) were amicrofilaremic.

On day zero, the group 1 (low parasite burden) showed
elevated levels of p-dimer in 33.3% of dogs (3/9), while
in group 2 (high parasite burden) 50% of the dogs (3/6)
showed elevated levels of b-dimer.

100

Table 1

Mean values of p-dimer for group 1 (low parasite burden) and group
2 (high parasite burden) during the treatment. Includes only dogs with
elevated values of p-dimer (>0.2 pg/ml). Data are shown as the mean
or the mean =+ standard deviation (ug/ml). The asterisk (*) refers to the
first intramuscular injection of melarsomine and the two asterisks (**)
refers to second (day 90) and third (day 91) intramuscular injections of
melarsomine.

Day of Group 1 (low burden) Group 2 (high burden)
treatment (n=9) (n=6)

Day 0 0.32+0.15(n=3) 0.29+0.1 (n=3)
Day 60* 0.2 (n=1) 0.29 (n=1)

Day 67 028 (n=1) 0.5+0.3(n=5)
Day 75 02(n=1) 0.4+0.39 (n=6)
Day 82 None 0.25+0.06 (n=4)
Day 91** None 0.38+0.17 (n=2)
Day 98 None 0.39+0.12 (n=6)
Day 106 None 0.47 +£0.28 (n=6)
Day 113 None 0.47 £0.42 (n=5)
Day 120 None 0.58+0.53 (n=2)
Day 271 None None

The variations in the percentages of dogs in groups 1 and
2 showing elevated levels of b-dimer during the treatment
are described in Fig. 1. There were statistically significant
differences between both groups during all the treatment
(P<0.05).

The mean values of D-dimer in dogs with elevated levels
during the treatment in groups 1 and 2 of dogs are shown
in Table 1.

On day zero, 40% (6/15) of the studied dogs showed
slight or mild thrombocytopenia; of these, 42.8% (3/7)
presented microfilaremia and 37.5% (3/8) were amicro-
filaremic. Concerning the parasite burden, 33.3% (3/9) of
dogs from group 1 and 50% (3/6) of dogs from group 2
showed thrombocytopenia. There were not statistically
significant differences in mean values of platelets between
groups 1 and 2 during the treatment, except on day 67
(P=0.04). At the end of the treatment (day 120), all dogs
had a platelet count within the reference ranges for healthy
dogs.

The mean values of platelets in all the studied dogs as
well as in dogs of groups 1 and 2 during the treatment
are described in Table 2. There were not statistically
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Fig. 1. Percentages of dogs of groups 1 (low parasite burden) and group 2 (high parasite burden) with elevated levels of D-dimer during the treatment. There
are statistically significant differences between both groups during all the treatment (P<0.05). The asterisk (*) refers to the first intramuscular injection of
melarsomine and the two asterisks (**) refers to second (day 90) and third (day 91) intramuscular injections of melarsomine.
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Table 2

Mean values of platelets for all dogs, and groups of dogs with elevated (>0.2 pg/ml) and normal (<0.2 j.g/ml) levels of b-dimer, during the treatment. Data
are shown as the mean + standard deviation (x 10 platelets/pl). The black triangle (a) designates significant (P<0.05) differences. The asterisk (*) refers
to the first intramuscular injection of melarsomine and the two asterisks (**) refers to second (day 90) and third (day 91) intramuscular injections of

melarsomine.

Day of treatment Total dogs (n=15)

Elevated D-dimer

Normal D-dimer

Day 0* 226.80+149.29
Day 60* 297.46 £74.07
Day 67+ 259.73 £80.47
Day 75 201.40+74.36
Day 82 21746 £66.11
Day 91** 270.66 +66.40
Day 98 212.33+£74.82
Day 106 253.93+88.38
Day 113 260.73 £65.45
Day 120 324.73+63.23
Day 271 324.93+47.98

299.16+£116.42 (n=6)
385.00+63.64 (n=2)
208.16+28.82 (n=6)
181.00+56.42 (n=7)
195.50+38.44 (n=4)
266.50+61,52 (n=2)
193.164+49.95 (n=6)
223.50+£65.51 (n=6)
239.80+48.48 (n=5)
368.00+67.88 (n=2)
None

178.55+154.87 (n=9)
284.00+67.75 (n1=13)
294.11+86.54 (n=9)
219.25+86.90 (n=8)
225.45+73.57 (n=11)
271.30+69.46 (n=13)
225.11+88.20 (n=9)
274.22+99.14 (n=9)
271.20+72.49 (n=10)
318.07 £62.61 (n=13)
324.93 +47.98 (n=15)

significant differences in mean values of platelets between
dogs with elevated and with normal levels of D-dimer
during the treatment, except on days 0 and 67 (P<0.01).
No correlation was detected between thrombocytopenia
and elevated levels of b-dimer (P=0.46, r=—0.20).

On day 271, all dogs had a negative result in the
heartworm antigen test and there was no evidence of heart-
worms in the echocardiographic examination. There was
not any adverse reaction during the treatment and all the
dogs completed it.

Only two dogs from group 2 showed clinical signs sug-
gesting thromboembolism (cough, dyspnea) at the time of
blood sampling on day 75 (p-dimer: 1.2 ug/ml) and day 98
(p-dimer: 0.58 g/ml), respectively.

4. Discussion

During canine HWD, PTE is present: intimal prolifer-
ation occurs in arteries occupied by living worms and
embolic worm fragments from dead worms trigger throm-
bosis, both which may completely obstruct segments of
the pulmonary arteries; moreover, as worms die following
administration of adulticidal drugs, they decompose and
small worm fragments lodge in the distal pulmonary arte-
rioles and capillary beds in the caudal lung lobes blocking
blood flow. These worm fragments, along with the elicited
inflammation and platelet aggregation, result in throm-
boembolisms. Significant pulmonary vascular occlusion
leads to pulmonary arterial hypertension and increased
right ventricular afterload. Severe, acute changes in right
ventricle afterload result in debilitation and dysfunction
(McCall et al., 2008; Goggs et al., 2009).

Clinical signs of PTE are highly variable, inconsistent and
non-specific, and many small animals with PTE will have
normal thoracic radiographs (Goggs et al., 2009). Therefore,
the diagnosis of this disorder is often difficult to obtain and
is frequently missed. In most cases, the consequences of
misdiagnosis are serious. There are a lack of non-invasive
tests that are sensitive and specific for the diagnosis of PTE.
D-Dimer is a product of degradation of fibrin, thus high
plasma concentrations indicate the presence of thrombi
and their degradation. Although numerous laboratory bio-
markers of coagulation have been studied, the p-dimer
assay is considered the marker of choice for dogs with

a suspicion of PTE (Nelson and Andreasen, 2003; Stokol,
2003). Furthermore, negative D-dimer concentrations may
exclude PTE in a suspicious patient (Nelson and Andreasen,
2003).

In the present study, 40% of dogs showed pathological
concentrations of bD-dimer before beginning the treatment
protocol. Previous studies reported levels of D-dimer sig-
nificantly higher compared to those of healthy dogs in
47% and 34.8% of HWD-infected dogs (Carret6n et al.,
2011, 2012). Furthermore, the authors reported that p-
dimer levels were above the normal range most notably
in microfilaremic dogs and suggested that the presence of
microfilariae could increase the tendency to develop PTE.
Likewise, in the present study microfilaremic dogs showed
elevated levels of p-dimer more frequently, which is in
accordance with these findings.

Recently, an immunohistochemical study reported that
the presence of PTE was consistently associated with posi-
tive staining for b-dimer (Carretén et al., 2012). Moreover,
all dogs with pathological levels of plasma p-dimer were
associated with positive staining for p-dimer in pulmonary
tissue and some cases affected by thromboembolisms as
well, leading to the conclusion that the monitoring of D-
dimer levels in infected dogs is useful in evaluating the
presence of pulmonary thromboembolic episodes in the
lungs of dogs with heartworm disease. Furthermore, in that
study positive staining for b-dimer associated with aggre-
gates of microfilariae was observed in many cases. The
findings of our study agree with those reported by Carreton
etal. (2012), since 50% of dogs with high burden of D. immi-
tis showed elevated levels of D-dimer, compared to 33.3%
of dogs with low parasite burden, furthermore 42.85% of
microfilaremic dogs showed elevated levels of p-dimer,
compared to 37.5% of amicrofilaremic dogs.

40% of the studied dogs showed slight or mild throm-
bocytopenia on day 0. This finding probably represents the
dramatic consumptive process of thromboembolism. Pre-
viously, thrombocytopenia was reported in dogs infected
by D. immitis (Rawlings, 1982; Boudreaux et al., 1989;
Anuchai et al, 2007). Thrombocytopenia, as marker
of disseminated intravascular coagulation, may increase
the index of suspicion for PTE (Feldman et al., 2000).
No correlation was detected between elevated levels
of D-dimer and thrombocytopenia in the studied dogs.
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Nelson and Andreasen (2003) found similar results,
who reported incidence of platelet number abnormali-
ties (thrombocytopenia o thrombocytosis) in 65% of dogs
with thromboembolic processes, although they found no
correlation between thrombocytopenia and high p-dimer
concentrations in dogs with thromboembolic disease.

We found that the levels of b-dimer decreased on day
60, as well as the medium levels of platelets increase,
being within normal ranges in all dogs. This could be
due to the joint action of the ivermectin, doxycycline
and (moderate) exercise restriction. It has been reported
that the use of a macrociclic lactone prior to adulticide
treatment reduce, if not eliminate, circulating microfilar-
iae and reduce female worm mass; the resulting reduction
in antigenic mass may be likely to reduce the severity of
PTE (Kramer et al., 2011). Furthermore, specific antibiotic
therapy given to infected dogs reduces the endosymbi-
otic bacterial population of Wolbachia within all life stages
of D. immitis, which greatly reduces pro-inflammatory
reactions to dying worms. The elimination of Wolbachia
and reduction of microfilariae may reduce the vascular
inflammation and, therefore, reduce thromboembolic pro-
cesses or its severity. Several studies have shown that
dogs that received the combined doxycycline/ivermectin
protocol prior to treatment with adulticide, showed less
severe arterial lesions (Bazzocchi et al., 2008; Kramer
et al., 2008, 2011). Likewise, an immunohistochemical
study showed that lung tissues from heartworm-infected
dogs treated with ivermectin and doxycycline were rarely
positive to p-dimer (Carret6n et al., 2012). Therefore, the
elimination of worms through adulticide therapy should
be carried out according to specific guidelines that are
aimed at limiting further pathology associated with dying
worms.

All dogs with high parasite burden (group 2) showed
elevated values of p-dimer on several occasions during
the treatment. The highest values were found on day 75
(second week after the first injection of melarsomine) and
days 98 and 106 (first and second week after the third
injection of melarsomine). This may be due to emboliza-
tion of the dead worms into the pulmonary vasculature,
which justifies the importance of the parasite burden in
the development of thromboembolic processes. PTE is an
inevitable consequence of successful adulticide therapy
and may be severe if infection is heavy and pulmonary arte-
rial disease is extensive. If signs of embolism develop, they
are usually evident within 7-10 days, but occasionally as
late as 4 weeks after completion of adulticide administra-
tion (American Heartworm Society, 2012). On the other
hand, only 33.3% of the dogs with low parasite burden
showed elevated p-dimer levels at some point during the
treatment, and all of them showed undetectable levels of
D-dimer from day 82 of treatment (third week after the
first injection of melarsomine), which indicates that sig-
nificant thromboembolic processes only developed during
the first two weeks after the first injection of adulticide in
this group. There were not significant differences in mean
values of platelets between groups 1 and 2 during the treat-
ment, except on day 67 (P=0.04), when only a very weak
significance was observed. Given the lack of non-invasive
tests that are sensitive and specific for the diagnosis of PTE,

the evaluation of serum b-dimer may be considered a quick
and valuable screening test.

During the treatment, there was not correlation
between thrombocytopenia and high levels of D-dimer. A
possible explanation may be that the p-dimer levels seems
to keep significantly elevated from 30min to 24h post-
embolism, as described by Ben et al. (2007) after inducing
acute PTE in eighteen healthy dogs; on the other hand,
Kitoh etal.(1994)observed that, after intravenous injection
of heartworm extract in 50 dogs with and without heart-
worm disease, the platelet count decreased markedly at
initial collapse and tended to recover 30 min after heart-
worm injection.

On day 120, 33.3% of the dogs with high parasite
burden showed elevated levels of pD-dimer, which indi-
cates that one month after the last injection of adulticide,
thromboembolic processes are still occurring, therefore the
exercise restriction may continue in these dogs. On day
271, all dogs showed undetectable levels of D-dimer; none
of them revealed presence of heartworm during echocar-
diographic examination, as well as all antigen tests being
negative, confirming the success of the treatment.

All the microfilaremic dogs except one, showed no pres-
ence of circulating microfilariae on day 120, and all of them
were amicrofilaremic on day 271. Bazzocchi et al. (2008)
reported that, after weekly administration of ivermectin
(6 ng/kg) and doxycycline (10 mg/kg/day) intermittently
during 34 weeks in heartworm-infected dogs, there was
a significant fall in circulating microfilariae beginning at
week 6 of treatment, and all dogs were amicrofilaremic
at week 12 (day 84), concluding that this dramatic drop
could due to the summation of the effects of both drugs. In
our study, the administration of ivermectine was mensual,
and the doxycycline was administrated only for 4 weeks,
hence this could be the cause of a slower drop of circulating
microfilariae.

The D-dimer appears to be a supportive test in the mon-
itoring and evaluation of the dog during the adulticide
treatment of D. immitis. D-dimer is a non-invasive, useful
and quick screening test, and could be used as a support-
ive tool for assessment and monitoring of PTE in dogs with
HWD during the adulticide treatment.
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It has recently been reported that dogs affected by canine heartworm disease (Dirofi-
laria immitis) can show an increase in plasma levels of myoglobin and cardiac troponin
I, two markers of muscle/myocardial injury. In order to determine if this increase is due to
myocardial damage, the right ventricle of 24 naturally infected dogs was examined by rou-
tine histology and immunohistochemistry with anti-myoglobin and anti-cardiac troponin
I antibodies. Microscopic lesions included necrosis and myocyte vacuolization, and were
associated with loss of staining for one or both proteins. Results confirm that increased
levels of myoglobin and cardiac troponin I are indicative of myocardial damage in dogs
affected by heartworm disease.

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Canine heartworm disease (CHWD) is caused by the
filarial nematode Dirofilaria immitis, that resides in the pul-
monary arteries, and occasionally right heart chambers, of
dogs, cats, ferrets and wild canids (McCall et al., 2008).
Infection is characterized by endothelial proliferation,
perivascular inflammation and thrombo-embolism, all
leading to chronic pulmonary hypertension and right-side
congestive heart disease. Myoglobin, an oxygen-binding
protein found in cardiac and striated muscle, is used as an
early diagnostic tool for myocardial infarction (Collinson
et al., 2003). Cardiac troponin I is a striated-muscle struc-
tural protein, myocardial-specific isoform, whose release
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into the bloodstream is due to damage to cardiac myocytes
(Boswood, 2009).

It has recently been reported that a significant number
of dogs with naturally acquired CHWD show an increase
in plasma concentrations of myoglobin and cardiac tro-
ponin I (Carretén et al., 2011). The authors hypothesized
that these elevated concentrations are due to damage to
the myocardium as a result of pulmonary hypertension and
consequent right-side congestive heart disease. In order to
confirm the myocardial origin of increased plasma levels of
these two proteins, the hearts of 24 naturally infected dogs
were examined by routine histology and immunohisto-
chemistry with anti-myoglobin and anti-cardiac troponin
[ antibodies.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Dogs from a local dog shelter in Las Palmas, Spain, were
used in the study. The study was approved by the Ethics
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Committee of the Veterinary Service of Las Palmas de Gran
Canaria University and was carried out in accordance to
current European legislation on animal protection.

Inclusion in the study was based on a positive result
for circulating D. immitis antigens (PetChek1 HW PF, IDEXX
Laboratories Inc., Westbrook, Maine, USA). Levels of plasma
myoglobin and cardiac troponinI were measured according
to Carretén et al. (2011). Recruited dogs were humanely
euthanized.

Hearts were examined for the presence of macroscopic
lesions. Nematodes were counted and parasite loads were
divided into “low” (<10 worms) and “high” (=10 worms).
The myocardium was sampled in the same position for all
dogs, i.e. along the midline of the right ventricle free wall.
Samples were fixed in 10% buffered formalin until process-
ing.

2.2. Histology and immunohistochemistry

Tissues were embedded in paraffin and processed for
histology and immunohistochemistry. Six-micron thick
sections were placed on polylysine pre-treated slides. Tis-
sue sections were stained with haematoxylin/eosin for
routine histological examination. For immunohistochem-
istry, sections were incubated with an anti-human/canine
myoglobin monoclonal antibody (product # M7773,
Sigma-Aldrich, Madrid, SP) and an anti-human tro-
ponin I polyclonal antibody (product #PA1-86820, Pierce
Biotechnology, Rockford, IL, USA). Briefly, sections were
pre-treated in a microwave oven for three 5 min cycles at
400 W, tissues for myoglobin immunohistochemistry were
pre-treated in 0.1 M citrate buffer and tissues for cardiac
troponin I immunohistochemistry were treated in 10 mM
EDTA buffer. Endogenous peroxidase activity was inhibited
by incubation in 2% H,0, for 10 min. Sections were incu-
bated for 20 min with 10% swine serum and then incubated
at room temperature for 60 min with primary antibod-
ies diluted at 1:300 in 10% phosphate buffer solution
(PBS). Slides were then treated with a secondary anti-
rabbit, anti-mouse and anti-goat Ig-biotinylated complex,
rinsed and incubated with a Streptavidin-HRP complex
(LSAB +System-HRP kit, Dako, Denmark). Washes were
performed with PBS after each incubation step. Reactiv-
ity was revealed with 3,3’-diaminobenzidine in chromogen
solution kit (Liquid DAB +‘Substrate Chromogen System,
Dako, Denmark) and stopped with rinses of distilled water.
Slides were counterstained with hematoxylin, dehydrated
with graded ethanol, cleared in xylene and then cover-
slipped. Negative controls were carried out by omitting the
primary antibody.

3. Results

A total of 24 infected dogs were recruited for the study.
All had detectable plasma levels of cardiac troponin [, while
13 of them showed levels of cardiac troponin I above the
reference ranges for healthy dogs. 10 had detectable lev-
els of myoglobin, being considered pathological in 5 of
them according to Carretén et al. (2011). Table 1 sum-
marizes the results of the measured biomarkers. Twelve
dogs had low worm burdens, while 12 had more than

Table 1
Mean values of cardiac biomarkers in dogs with heartworm infection.

Cardiac biomarker Results (mean + standard deviation)

Myoglobin (n=24) <30ng/ml (n=14)*
54ng/ml+2ng/ml (n=5)°
180.2 +205.2 ng/ml (n=5)°
Cardiac troponin 0.6+0.3ng/ml (n=11)"

(n=24) 1.44+0.2ng/ml (n=13)"

2 Dogs with indetectable levels of myoglobin.

b Dogs with detectable non pathological levels of myoglobin.
¢ Dogs with pathological values of myoglobin.

" Dogs with normal values of cardiac troponin I.

" Dogs with elevated values of cardiac troponin I.

10 adult worms in the pulmonary artery and right ven-
tricle. None of the hearts showed macroscopic lesions at
necropsy. The main histological feature in myocardial tis-
sue from the right ventricle was focal necrosis. Patches of
hypereosinophilic, necrotic myocardium were frequently
observed (Fig. 1a, ¢ and e), even though they were not
present in all tissue samples from all dogs. Occasion-
ally, neutrophilic inflammatory infiltrates could also be
observed. Where necrosis was present, there was a con-
sistent loss of staining for myoglobin (Fig. 1b) and cardiac
troponin I (Fig. 1d and f). The loss was usually non-uniform
in that some fibres showed complete loss with other fibres
having varying degrees of incomplete loss. Some fibres
clearly within the necrotic zone stained normally. There
was no apparent association between worm burden and
the presence of myocardial lesions; there was not a corre-
lation in all the studied cases between the plasma levels of
cardiac biomarkers and the presence of myocardial lesions
either.

4. Discussion

CHWD is primarily a disease of the lungs. However,
pulmonary hypertension, if not cured, inevitably leads to
right-side congestive heart disease (McCall et al.,2008). The
effects of pulmonary hypertension on the myocardium dur-
ing HWD have not been widely studied in the dog. Wang
et al. (2005) described changes in the extracellular matrix
(ECM) of the right ventricle in D. immitis-infected dogs and
reported that the ECM content of the heart was significantly
reduced in and became fragmented and dissociated and
suggested that the decreased collagen matrix may be an
important factor contributes to the dilatation of the ven-
tricle. No studies on myocardial proteins has been carried
out, to the authors’ knowledge.

Arecentreview in humans has reported that myocardial
injury due to acute pulmonary embolism is characterized
by myocyte lysis and inflammation. Chronic hypertension,
on the other hand, features the release of components that
may trigger apoptosis of cardiac myocytes and remod-
elling of the myocardium (Watts et al.,, 2010). During
CHWD, both pulmonary embolism and chronic hyperten-
sion are present: intimal proliferation occurs in arteries
occupied by living worms and embolic worm fragments
from dead worms trigger thrombosis, both of which
may completely obstruct segments of the pulmonary
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Fig. 1. (a-f) Sections of right ventricle from a dog with naturally acquired heartworm disease (HWD). (a) Note oedema and hypereosinophilia of myocytes
in zone of necrosis (asterisk) (H&E, 20x); (b) immunostaining for myoglobin in the same area, showing decreased staining of necrotic myocardium (40x);
(c) note hypereosinophilia of myocytes in the zone of necrosis (asterisk) (H&E, 10x); (d) immunostaining for myoglobin showing cell to cell variation in
staining intensity for myoglobin (20x ); (e) note hypereosinophilia of myocytes in the zone of necrosis (asterisk) (H&E, 10x); (f) immunostaining for cardiac

troponin T showing loss of staining intensity (10x).

arteries, thus giving rise to an increase in pulmonary
pressure.

The use of markers of myocardial injury is widely used in
human medicine (Singh et al., 2010). Even though the pres-
ence of cardiac troponins in plasma is highly specific for
injury to cardiac myocytes, myoglobin is less specific and
can also indicate skeletal muscle damage. Carretén et al.
(2011) reported that approximately 40% of dogs with nat-
urally acquired HWD showed plasma levels of circulating
cardiac troponin I, while approximately 23% had increased
concentrations of circulating myoglobin. Here, we wanted
to verify the cardiac origin of these two proteins in order

to confirm their use during clinical workup in naturally
infected dogs. Interestingly, loss of staining for myoglobin
and cardiac troponin [ was almost always associated with
a necrotic lesion of the myocardium. This has also been
reported by Fishbein et al. (2003) in a canine model of
myocardial ischemia.

In the present study, 20.8% of dogs showed patho-
logical plasma levels of myoglobin, while 54.1% showed
values of cardiac troponin I above the reference ranges for
healthy dogs (Carretén et al., 2011). The loss of staining
for myoglobin and cardiac troponin I in the myocar-
dial tissue was not correlated in all the cases with the
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presence of high plasma levels of cardiac biomarkers. We
did not find loss of staining of myoglobin or cardiac tro-
ponin I in 37.5% of the cardiac tissues from dogs with
detectable and/or pathological values of myoglobin or ele-
vated values of cardiac troponin I. This could be due to the
fact that, because only a small fragment of myocardial tis-
sue was processed for immunohistochemistry, the lesions
that caused the increase of the biomarkers in plasma were
not in the sampled tissue. Although levels of cardiac tro-
ponin I and myoglobin can rise in non-cardiac pathologies,
such as renal failure or skeletal disorders (Haider and
Stimson, 1999; Porciello et al., 2008; Sharkey et al., 2009),
the dogs in our study did not show any evidence of any
other pathology and, therefore, we attribute these alter-
ations to the presence of D. immitis.

On the other hand, we observed several cases (16.6%)
of loss of staining of myoglobin and/or cardiac troponin I
in which the plasma levels of the cardiac biomarkers were
within normal ranges. This could be due to inappropriate
blood sampling; sampling was either too early or too late to
detect the serum abnormality. Myoglobin increases within
1-3 h in the setting of myocardial necrosis, usually peaks
within 6-9h, and may become normal in <24 h (Sallach
et al.,, 2004) while the cardiac troponin I appear later at
3-6h after symptom onset and remain increased for 7-10
days (McCord et al., 2003).

There was no apparent association between worm bur-
den and the presence of myocardial lesions. This could be
limited by the fact that, because only a small fragment of
myocardial tissue was processed for immunohistochem-
istry, the lesions could not be found in the sampled tissue.
Besides, the severity of the pulmonary artery changes and
the increase in pulmonary artery pressure is thought to be
correlated mainly to the immune response that an individ-
ual dog has to the worms, more than the number of worms
itself. One study found no relationship between worm
number and pulmonary vascular resistance in a group of
naturally infected dogs (Dillon et al., 1995). The amount of
exercise a dogreceives is also a factor. One study has shown
that dogs that exercise develop more severe disease than
do caged dogs (Dillon et al., 1995). Finally, the relative par-
asite load (number of worms/kg of body weight) might be
more significant factor than the absolute parasite load in
dogs of small size.

The results of the present study would confirm the use
of this marker in the initial clinical evaluation and in the
follow-up of dogs with CHWD.
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Abstract

Heartworm disease (Dirofilaria immitis) is a parasitic disease of dogs and other carnivores, char-
acterized by the presence of adult worms in the pulmonary arteries and right ventricle, leading
to pulmonary hypertension which may progress to congestive heart failure. Cardiac biomarkers
are biological parameters that can be objectively measured as indicators of pathological pro-
cesses, or to assess the response to therapeutic interventions. To evaluate the myocardial damage
during the adulticide treatment in 15 heartworm-infected dogs with ivermectin, doxycycline
and melarsomine, measurements of cardiac troponin I (¢cTnl), myoglobin, MB isoenzyme of
creatine kinase (CK-MB) and aspartate aminotransferase (AST) were carried out on days O,
60 and afterwards weekly on days 67, 75, 82, 91, 106, 113 and 120. Dogs were divided by low
parasite burden (n=9) and high parasite burden (n=6). On day 0, dogs with high worm burden
showed increased cTnl concentrations (3.62+4.78 ng/ml) while dogs with low worm burden had
concentrations similar to those of healthy dogs (0.78+0.22 ng/ml), CK-MB concentrations were
increased only in dogs with high parasite burden as well (54.4+54.2 U/l) and 26.6% (4/15) of the
dogs showed pathological concentrations of myoglobin. On day 91, most dogs showed patho-
logical concentrations of myoglobin, CK-MB and AST, probably due to the myositis associated
to the intramuscular injection of melarsomine. The rest of the measurements made in the study,
the biomarkers concentrations were within normal values, except for cTnl in dogs with high
parasite burden, which remained above reference concentrations for healthy dogs during all the
study. The evaluation of cardiac biomarkers seems to be a helpful test in the assessment of the
myocardium in dogs with heartworm disease during the adulticide treatment.
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Introduction

Heartworm disease (HWD) is a zoonotic vector-borne disease caused by the filarial
nematode Dirofilaria immitis and potentially life-threatening disease of dogs, cats and
other carnivores, with an increasing worldwide distribution (Simoén et al., 2012). The
pathophysiologic response to heartworm infection is mainly due to the presence of
adult worms in the pulmonary arteries, as well as the presence of microfilariae and
the endosymbiotic bacteria Wolbachia pipientis. The infection is characterized by
endoarteritis with intimal proliferation and thickening of the wall vessels, embolization
of the smaller pulmonary arterioles-branches and pulmonary thromboembolisms caused
by dead worms, all leading to pulmonary hypertension which, if not treated, may
progress to congestive heart failure (McCall et al., 2008; Simon et al., 2012).

Cardiac-specific blood-based biomarkers are useful and routinely used in human
and veterinary medicine. Biomarkers are defined as biological parameters that can
be objectively measured and evaluated as indicators of normal biologic processes,
pathogenic processes, or pharmacologic responses to a therapeutic intervention (Vasan,
2006; Wells and Sleeper, 2008). In veterinary medicine, these biomarkers allow early
detection of several cardiopulmonary diseases, confirmation of doubtful processes, and
contribute to the establishment of prognosis and the decision on a specific treatment
(Oyama and Sisson, 2004; Boswood, 2009).

Troponins are regulatory proteins that are part of the contractile apparatus of skeletal
and cardiac muscle tissue. They are part of the thin filaments within the myofibrils and
are essential for the calcium-mediated regulation of muscle contraction. The cardiac
isoform of troponin I (cTnl) is uniquely expressed in the myocardium and has been
widely recognized as highly sensitive and specific serum marker for the noninvasive
diagnosis of increased myocyte permeability or necrosis in humans and animals (Wells
and Sleeper, 2008).

Myoglobin is an oxygen-binding hemoglobin-like protein, present in the cardiac
and skeletal muscle. Cell injury caused by inadequate tissue perfusion or trauma may
lead to the release of myoglobin into the circulation and, due to its fast rise in serum,
in human medicine it is used as an early diagnostic tool for acute myocardial infarction
(Wright et al., 2011).

CK-MB, an isoenzyme of creatine kinase (CK), is a marker of myocardial cell
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damage in humans and animals. Together with aspartate aminotransferase (AST), an
enzyme released from necrotic cardiac myocites, both were used for evaluating cardiac
injury, although nowadays they have been replaced by more cardio-specific biomarkers
(Schober et al., 1999; Dolci and Panteghini, 2006).

Recently, ithas been reported that a significant number of dogs with naturally acquired
HWD show an increase in plasma concentrations of myoglobin and c¢Tnl (Carreton et
al., 2011, 2012). The authors hypothesized that these elevated concentrations were due
to damage to the myocardium as a result of right-side congestive heart disease caused
by chronic pulmonary hypertension. However, this injury has never been evaluated
during the adulticide treatment of HWD to the author’s knowledge. The purpose of the
present study was to assess the myocardial damage by the evaluation of biomarkers
of myocardial integrity (cTnl, myoglobin, CK-MB, AST) in dogs infected by D.
immitis during the adulticide treatment with ivermectin, doxycycline and melarsomine,
following the American Heartworm Society’s recommended protocol.

Material and Methods

15 client-owned dogs brought to the Veterinary Medicine Service of Las Palmas de
Gran Canaria University were included in the study; ten were male and 5 were female
and the age ranged from 2 to 7 years. All the owners gave their consent to participate
in this study. The dogs lived on the island of Gran Canaria, a hyperendemic area of
HWD (Montoya et al., 2011). Inclusion in the study was based on a positive result
for circulating D. immitis antigens (PetChek® HW PFE, IDEXX Laboratories Inc.,
Westbrook, Maine, USA). Dogs were further evaluated for the presence or absence of
microfilariae using a modified Knott test.

Clinical examination, electrocardiogram (ECG), echocardiographic exam and
thoracic radiographies were carried out in all dogs at the beginning and at the end of the
study. Measurement of the heart size in the thoracic radiographs was determined using
the vertebral heart score (VHS) according to Buchanan and Biicheler (1995); VHS
reference ranges for healthy dogs are established as 9.7+0.5 (Buchanan and Biicheler,
1995). As stated by Venco et al. (2003), echocardiographic findings and levels of
circulating antigens were evaluated to estimate the worm burden, and according to the
results the dogs were divided into two groups (divided by low or high parasite burden).
The study was approved by the Ethics Committee of the Veterinary Medicine Service
of Las Palmas de Gran Canaria University and was carried out in accordance to current
European legislation on animal protection.

The dogs received adulticide treatment following the American Heartworm Society
recommended management protocol (American Heartworm Society, 2012). Briefly, on




day 0 the dogs were diagnosed and verified as heartworm positive, started with monthly
heartworm preventative based on ivermectin (6 pg/kg) and the administration of
doxycycline (10 mg/kg BID) for 4 weeks. On day 60 the dogs were treated with the first
intramuscular injection of melarsomine (2.5 mg/kg), followed on day 90 by a second
injection, and a third injection on day 91. On day 120 the dogs were tested for presence
of microfilariae and discharged. Moderate exercise restriction was recommended since
the day 0 until day 60 and significant since day 60 until at least one month after the last
melarsomine injection. No other medication was administrated during the treatment.

The blood sampling and measurements of cTnl, myoglobin, CK-MB and AST were
done on day 0, day 60 and afterwards weekly the day 67, day 75, day 82, day 91, day
98, day 106, day 113 and day 120. Finally, the day 271 (6 months after completion), a
test for detection of circulating antigens (PetChek® HW PF, IDEXX Laboratories Inc.,
Westbrook, Maine, USA) and detection of microfilariae were done.

Measurement of cTnl was performed using heparinized blood, within 4 h of
venipuncture, using the test Troponina I Easy Reader ® immunoassay system (Gernon
Laboratories; Germany) and was processed using Vedalab Easy Reader ® (Veda.Lab
diagnostics; Alencon, France) according to manufacturer instructions. The reference
ranges established by our laboratory for healthy dogs were 0.714+0.25 ng/ml.

Measurement of circulating myoglobin was performed using heparinized blood,
within 4 h of venipuncture, using specific CARDIAC M ® immunoassay system
(Cardiac Reader ® system, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) according to
manufacturer instructions. The measuring range was 30-700 ng/ml; values below and
above these ranges were displayed as negative and high, respectively. Reference ranges
of myoglobin in healthy dogs on Cardiac Reader ® were established as <74 ng/ml
(Burgener et al., 2006).

Measurement of CK-MB and AST were made by the spectrophotometric system
Clima Plus® RA133000 (RAL S.A., Barcelona, Spain). Reference ranges by our
laboratory for healthy dogs were established in <17.5 U/l and 23-66 U/I, respectively.

Statistical analysis

For data statistical analysis the IBM® SPSS® Statistics (version 19) was used
throughout. Descriptive analyses of the variables were carried out using the test of
proportions for qualitative variables and measurements of central tendency (mean),
measures of dispersion (standard deviation; SD) for quantitative variables. For
continuous variables we used the Kolmogorov—Smirnov test to check that the variables
were normally distributed. The comparisons of absolute means between groups were
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made with the T of Student test for normally distributed variables. Bivariate analyses of
proportionality of distribution of categorical variables were estimated using the y2 test.
A P value < 0.05 was determined as indicating significance.

Finally, the correlation between cTnl, myoglobin, CK-MB and AST concentrations in
the different groups, by means of a Spearman rank correlation, was evaluated.

Results

Based on the modified Knott test results on day zero, 7 dogs (47%) showed
microfilaremia and 8 (53%) were amicrofilaremic. On day 120, only one dog showed
microfilaremia. On day 271, all dogs were negative to the antigen test and none of
them revealed presence of microfilariae. On day zero, echocardiographic findings and
analysis of the levels of circulating antigens suggest that 9 dogs (60%) were considered
as having a low burden of heartworms (group 1) while 6 were considered to have a high
burden (group 2).

On day zero, the mean concentration of ¢Tnl in the heartworm-infected dogs was
1.92+3.20 ng/ml. By groups, cTnl mean concentration was noticeably higher in the
group 2 dogs (table 1). ECG exam was normal for all dogs from group 1, while 50%
(3/6) of dogs from group 2 showed right branch bundle block and 16.6% (1/6) showed
ST-segment elevation. VHS was 9.95+0.4 for group 1 and 11.36+0.9 for group 2. At
the end of the treatment (day 120), no statistically significant differences were found
between the concentrations of cTnl of group 1 and healthy dogs, while statistically
significant differences were found between the concentrations of cTnl of dogs from
group 2 and healthy dogs (p<0.05) (Figure 1). The ECG exam showed persistence of the
right branch bundle block in the 3 affected dogs. Vertebral heart score was 9.87+0.47 for
group 1 and 11.22+0.83 for group 2. No statistically significant differences were found
between VHS on day 0 and day 120 in each group.

On day 0, 26.6% (4/15) of dogs showed pathological levels of myoglobin with a
mean concentration of 93.94+13.5 ng/ml; of them, 42.8% (3/7) were microfilaremic and
12.5% (1/8) were amicrofilaremic dogs. Regarding the worm burden, 22.2% (2/9) of
dogs with low parasite burden showed pathological concentrations of myoglobin versus
33.3% (2/6) of dogs with high burden. Afterwards, measurements were within normal
ranges for all dogs during the rest of the treatment, except the day 91, when 73.3%
(11/15) of dogs showed pathological levels of myoglobin, with a mean concentration of
194.6+144.9 ng/ml.

The mean concentrations of cTnl, CK-MB and AST in all studied dogs are summarized
in table 1. No correlation was found between ¢Tnl and CK-MB, nor between ¢Tnl and
myoglobin, while there was a correlation between myoglobin and AST.




Discussion

In HWD, primary lesions occur in pulmonary arteries and lung parenchyma, causing
pulmonary hypertension that can progress to right-sided heart failure (McCall et al.,
2008). Rawlings and Lewis (1977) demonstrated that the right ventricle of dogs appears
to dilate in response to D. immitis infestation. Furthermore, a decrease in extracellular
collagen matrix has been observed in the myocardium of heartworm-infected dogs
that may contribute to ventricle dilatation, thereby markedly affecting the systolic and
diastolic functions of the heart (Wang et al., 2005).

Cardiac troponin [ is a sensitive and specific marker of myocardial injury and has
been measured in a multitude of different situations in veterinary medicine to evaluate
the effects of both cardiac and extracardiac diseases on myocardial integrity (Oyama
and Sisson, 2004; Wells and Sleeper, 2008; Boswood, 2009). Humans and small
animals with chronic heart failure have mild increases of troponin consistent with
chronic, low-level and persistent myocardial damage, which can be used to monitor
progression and provide prognosis information (Ricchiuti et al., 1998, Oyama and
Sisson, 2004, Newby et al., 2012). Likewise, dog and human patients with pulmonary
hypertension can show increased concentrations of cTnl, while it has been demonstrated
that troponin is more likely to be elevated in those with right ventricular dysfunction
(Logeart et al., 2007; Guglielmini et al., 2010; Andersen et al., 2012; Newby et al.,
2012). Recently, a few studies showed increased concentrations of ¢Tnl in dogs with
HWD, suggestive of myocardial damage (Carreton et al., 2011, 2012; Gazyagci et al.,
2011) and an immunohistochemical study showed that pathological levels of cTnl were
associated with loss of ¢Tnl along with focal necrosis and inflammatory infiltrates in
myocardial tissue from dogs with HWD, concluding that increased concentrations of
cTnl was indicative of myocardial damage in these dogs (Carreton et al., 2012). In this
study, the dogs from group 2 (high worm burden) showed increased concentrations of
cTnl, when compared to reference values for healthy dogs. These results, along with
the presence of ECG alterations and VHS larger than normal ranges, may indicate
presence of myocardial injury. On the other hand, dogs with low worm burden showed
concentrations of cTnl similar to that of healthy dogs. Also, lack of ECG alterations and
normal VHS suggest an absence of significant myocardial damage. Oddly, Carreton et
al., (2012) found no apparent association between worm burden and the presence of
myocardial lesions; the authors hypothesized that because only a small fragment of
myocardial tissue was processed for immunohistochemistry, the lesions may not be
found in the sampled tissue, or that the severity of the pulmonary artery changes and the
increase in pulmonary artery pressure may be correlated mainly to the immune response
that an individual dog has to the worms, more than the number of worms itself.

Although there is little evidence in the veterinary literature of changes in troponin
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concentrations as indicators of response to therapy, in humans with heart failure
troponin concentrations often return to normal after successful treatment of the acute
episode, suggesting that troponins can be used to monitor the clinical course of disease
(Horwich et al., 2003; Newby et al., 2012). In this study, from day 60 of treatment,
concentrations of cTnl decreased in all dogs, especially in those with high worm burden.
In these dogs, the levels of cTnl remain above the reference ranges for healthy dogs in
all measurements, although at the end of the treatment (day 120), got to their lowest
concentrations. Apparently, as the pathology disappears, there is an improvement in the
concentrations of cTnl, although the myocardial damage appears to persist. On the other
hand, the dogs with low worm burden showed normal concentrations of cTnl at all the
time points, which indicates that there was no significant myocardial damage during the
adulticide treatment within this group.

On day 91, 24 hours after the second intramuscular injection of melarsomine,
there was a slight increase in the concentrations of c¢Tnl in dogs from group 2 (high
worm burden). Cardiac troponin I is highly specific for myocardial damage and cardiac
troponin concentrations are generally not affected by nonspecific types of skeletal muscle
damage, including trauma, intramuscular injections, or strenuous exercise, except when
evidence of cardiac injury is present (Adams et al., 1993; Shelton, 2010). Apparently,
cardiomyopathy and, therefore, elevations of ¢Tnl are usually concurrent with muscle
disease in veterinary patients (Valentine et al., 1989; Gaschen et al., 1999; Warman et
al., 2008; Wells et al., 2009). According to this, the cTnl concentrations measured on
day 91 may become from damaged myocardium in this dogs.

On day zero, serum concentrations of CK-MB of dogs from group 2 were
pathologically increased; afterwards the concentrations decreased and remained in
levels close to normal ranges. Dogs from group 1 showed normal concentrations of CK-
MB during the entire time of the treatment. Kitagawa et al. (1991) reported high levels
of CK-MB in heartworm-infected dogs, observing that the concentrations were higher
in dogs which showed more severe disease. Cury et al. (2005) also reported elevations
in CK-MB concentrations in dogs with Angiostrongylus vasorum, whose adult worms
lodge in pulmonary arteries and right ventricle as well.

There is an exception on day 91, when CK-MB concentrations rise dramatically in
both groups. CK-MB is a marker of myocardial cell damage; however, skeletal muscle
injury can also result in increased CK-MB (Schober et al., 1999; Dolci and Panteghini,
2006). Therefore, the myositis caused by the injection of melarsomine administered 24
hours before, could have affected CK-MB concentrations in these cases. Due to the lack
of biological specificity of this marker, no conclusion could be reached about what may
have caused the release of this enzyme.




No correlation was found between cTnl and CK-MB concentrations during the
treatment. This could be due to the different kinetics of each biomarker. Although the
release and peak kinetics of ¢Tnl and CK-MB are similar in myocardial infarction
(Apple and Murakami, 2005), CK-MB and c¢Tnl fall to the reference interval within
48—72 hours and 7 to 10 days, respectively. As in humans, in veterinary medicine the
diagnostic sensitivity of CK-MB is lower when compared with cTnl, as reported by
different authors (Diniz et al. 2007; Bakirel and Gunes, 2009). Furthermore, CK-MB
is also expressed in intestines, spleen and lungs; therefore the cardiac specificity of this
biomarker is lower than cTnl (Aktas et al., 1993; Dolci and Panteghini, 2006).

Myoglobin may come from both cardiac and skeletal muscle. Detection of
elevated plasma myoglobin in dogs is not considered clinically useful due to its low
specificity and rapid elimination. This is why an increase in myoglobin plasma values
is not specific for cardiac damage in the dog. In veterinary medicine, there are several
studies that show elevated levels of myoglobin in dogs with cardiac damage in a range
of pathologies, such as gastric dilatation-volvulus, blunt chest trauma, and systemic
hypotension (Spangenthal and Ellis, 1995; Burgener et al., 2006; Adamik et al., 2009).
In a previous study, 23% of dogs with HWD showed pathological concentrations of
myoglobin, especially the microfilaremic dogs. Similar results are found in the present
study, in which 26.6% of the dogs showed pathological concentrations of myoglobin,
being more frequently observed in those with microfilaremia. The previously cited
immunohistochemical study by Carreton et al. (2012) showed that increased levels
of myoglobin matched with loss of staining for myoglobin and areas of necrosis in
myocardial tissue of dogs with HWD.

The myoglobin values were within the normal range in all dogs during the rest of the
treatment, except on day 91, when 73.3% of the dogs show pathological concentrations
of myoglobin. This may probably be due to the myositis caused by the intramuscular
injection of melarsomine administered 24 hours before. The rise of myoglobin by
muscular damage caused by the melarsomine may be supported by the pathological
elevations of AST observed on day 91 as well.

AST is released from necrotic cardiac myocites, but is ubiquitously found in liver,
skeletal muscle and other tissues, so it could be released after the myositis caused by
the injection of melarsomine (Dolci and Panteghini, 2006). The rest of the treatment
remains within normal values, being only slightly increased on day O in dogs from
group 2. Other authors have reported increased levels of AST in heartworm-infected
dogs (Kitoh et al., 1994; Niwetpathomwat et al., 2007; Aslan et al., 2010).

Finally, we would like to remark the fact that all measured biomarkers decrease
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on day 60, after treatment with doxycycline and ivermectin. This could be due to the
elimination of Wolbachia and reduction of microfilariae, which may reduce the vascular
inflammation and, therefore, reduce the severity of the disease. Data exist to support
the potential role of Wolbachia spp in the development of the inflammatory reaction
associated with heartworm disease in dogs and cats (Kramer et al., 2005, 2008). Similar
results were found in other studies in dogs with HWD, where reduction of AST levels
after treatment with ivermectin were found (Aslan et al., 2010), and reduction of
D-dimer concentrations after treatment with doxycycline and ivermectin (Carreton et
al., in press).

In conclusion, the evaluation of cardiac biomarkers appears to be a supportive test in
the monitoring and evaluation of the myocardial integrity during adulticide treatment of
HWD. These are preliminary results and further studies should be carried out to obtain
more reliable data on the monitoring, assessment of the therapy and prognostic capacity
of these molecules.
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Tables

Table 1.

Mean values of cTnl, CK-MB and AST for group 1 (low worm burden) and group 2 (high
worm burden) during the treatment. Data are shown as the mean+tstandard deviation.
The asterisk (*) refers to the first intramuscular injection of melarsomine and the two
asterisks (**) refers to the second (day 90) and third (day 91) intramuscular injections of
melarsomine. Significant differences between dogs with high and low worm burden are
designates with a black triangle (A ) (p<0.001) and a black square (m) (p<0.05).

cTnl (ng/ml) CK-MB (U/l) AST (U/)

Day O 3.62+4.78 0.78+0.22A 544542 18.1+6.7A 62.3+53.7 27.0+12.7m
Day 60* 1.62+1.11  0.56+x0.22A  22.0+£21.7 13.9+5.0 22.8111.5 20.519.4
Day 67 1.00+0.23 0.65+0.25 17.9+8.3 14.9+4.3 23.589.9 26.5+11.0
Day 75 1.4810.82 0.73+0.45m 19.7£7.7 19.1£6.4 25.6+13.8 28.5£8.4
Day 82 1.22+0.65 0.59+0.35m 15.616.1 17.2+8.7 31.3x14.8 28.4+7.4
Day 91** 1.89+1.48 0.78+0.76A 84.5#57.1 61.8+40.2m 293.3+395.1 191.8+179.8A
Day 98 1.20+0.63 0.73+0.24 20.0+10.3 16.2+7.1 49.6+13.1 36.6+25.6
Day 106  1.22+0.62 0.70+0.42m 16.1+£5.1 14.8+4.8 35.8+22.4 31.5+18.6
Day 113  0.98+0.59 0.72+0.28 19.1+4.1 15.348.3 21.6+7.8 23.0£8.4
Day 120  0.95+0.35 0.58+0.28 21.9+6.7 18.7£8.5 19.8+9.0 224194




Figure captions

Figure 1.

Box-and-wisker plot of cardiac troponin I (cTnl) concentrations in healthy dogs, group
1 (low worm burden) and group 2 (high worm burden) on day 120 of the study (end
of treatment). The boxplots represent median (solid vertical lines within boxes) and
distribution of the cTnl in each group. Significant differences between healthy dogs and
dogs from group 2 (p<0.05) were found, but not between healthy dogs and dogs from
group 1.
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Conclusiones

1. Se observaron elevaciones patoldgicas de los valores serologicos de los biomarca-
dores de dafio cardiopulmonar estudiados en perros con dirofilariosis y se comprobo
su utilidad para establecer el estado clinico de la enfermedad y emitir un prondstico
preciso.

2. Mediante técnicas inmunohistoquimicas, se evidencio la presencia de depositos de
dimero-D en tejido pulmonar y renal de perros infestados por Dirofilaria immitis, aso-
ciado a tromboembolismo pulmonar y a la presencia de microfilarias. Estos depositos se
asociaron a valores serologicos elevados de esta proteina.

3. La medicion serologica de dimero-D es una herramienta valida para la determinacion
de tromboembolismo pulmonar en perros con dirofilariosis durante el tratamiento adul-
ticida siguiendo el protocolo recomendado por la American Heartworm Society.

4. Mediante el empleo de técnicas inmunohistoquimicas, se evidencié la pérdida intra-
celular de troponina I cardiaca y mioglobina en tejido miocérdico, que se correlaciond
con elevaciones seroldgicas de ambas proteinas, en perros afectados por dirofilariosis
cardiopulmonar.

5. La medicidn serologica de troponina I cardiaca y mioglobina es 1til para monitorizar
la integridad miocardica en perros con D. immitis durante el tratamiento adulticida re-
comendado por la American Heartworm Society.







Conclusions

1. Pathological elevations of serum levels of the studied cardiopulmonary biomarkers
were observed in dogs with heartworm disease, and its utility in the establishment of the
clinical condition and the prognosis of the disease was proved.

2. By using immunohistochemical techniques, deposits of D-dimer in lungs and kid-
neys of dogs affected by Dirofilaria immitis were observed, associated with pulmonary
thromboembolisms and microfilaremic status. Furthermore, there was an association
between increased serum values of D-dimer and positive staining in immunohisto-
chemistry.

3. The measurement of serum D-dimer appears to be a supportive test to asses and
monitor the presence of pulmonary thromboembolism in dogs with heartworm
disease during the adulticide treatment of heartworm disease, following the American
Heartworm Society recommended management protocol.

4. By immunohistochemical techniques, it was observed a loss of staining of intracelu-
lar cardiac troponin I and myoglobin in the myocardium of heartworm-infected dogs,
which was associated with serum elevations of both proteins, in dogs with heartworm
disease.

5. The determination of serum cardiac troponin I and myoglobin appears to be a help-
ful test in the monitoring and evaluation of the myocardial integrity of dogs infected by
D. immitis, during the adulticide treatment following the American Heartworm Society
recommended management protocol.







RESUMEN

LETS GLUE THEM TOGETHER
S0 WE CAN SEE Wﬂn‘gﬁmﬂ

BFTER TUAT, WE'LL WRITE uP
CUR FINDINGS, AMD GET
THEM PUBLISHED 1M Ak
SCIEMTIFIC JOURMBL.

THEM WELL WIS WHAT ABOUT
BABES 7

me
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Resumen

La dirofilariosis cardiopulmonar canina es una enfermedad parasitaria producida
por Dirofilaria immitis. La respuesta fisiopatologica a la enfermedad se debe princi-
palmente a la presencia de los parasitos adultos en las arterias pulmonares y ventriculo
derecho; los parasitos vivos en contacto con la arteria producen endoarteritis pulmonar
proliferativa y rigidez arterial con disminucion de la luz, mientras que los parasitos
muertos provocan tromboembolismo pulmonar. Estos procesos conducen al desarrollo
de hipertension pulmonar; ésta, si no se corrige, provocara insuficiencia cardiaca con-
gestiva derecha. Ademads, durante el tratamiento adulticida, es inevitable la formacion
de tromboembolismos pulmonares por la muerte de los parasitos. Los marcadores de
dafio cardiopulmonar son pardmetros biologicos que pueden ser medidos de forma obje-
tiva, como indicadores de procesos patoldgicos o para evaluar la respuesta a un determi-
nado tratamiento terapéutico. En medicina humana se emplean de forma rutinaria para
la deteccion y el prondstico de patologias cardiorrespiratorias. En medicina veterinaria,
permiten la deteccion temprana de enfermedades cardiovasculares, confirmar casos du-
dosos o dificiles de diagnosticar, y contribuyen al establecimiento del prondstico y a la
hora de escoger un determinado tratamiento, asi como evaluar la eficacia del mismo.
El objetivo de esta tesis fue evaluar serologicamente e inmunohistoquimicamente los
biomarcadores de dafio cardiopulmonar troponina T cardiaca, troponina I cardiaca,
mioglobina y dimero-D en el diagndstico, evaluacion y pronoéstico de la dirofilariosis
cardiopulmonar canina, asi como valorar su utilidad en la monitorizacion del paciente
durante el tratamiento adulticida empleando el protocolo recomendado por la American
Heartworm Society. Para ello, se hicieron mediciones iniciales de estos marcadores en
suero de 75 perros con dirofilariosis. Ademas, se tomaron muestras de tejido pulmonar
y renal de 45 perros, y muestras de tejido miocardico del ventriculo derecho de 24 per-
ros infectados por Dirofilaria immitis, para realizar estudios de inmunohistoquimica.
Finalmente, se evaluaron 15 perros (9 con baja carga parasitaria y 6 con elevada carga
parasitaria) durante el tatamiento adulticida con ivermectina, doxiciclina y melarsomi-
na, haciendo mediciones semanales de biomarcadores hasta la finalizacién del mismo.

Como resultado, se observo que los perros infectados por D.immitis mostraron va-
lores normales de troponina T (<0.1 ng/ml), mientras que los valores de troponina I




estaban ligeramente elevados en perros con dirofilariosis (1.23+0.8 ng/ml y 1.2+0.4
ng/ml en amicrofilarémicos y filarémicos, respectivamente) respecto a los perros sanos
(0.9+0.3 ng/ml), lo que indica la posible presencia de dafio miocardico menor en perros
con dirofilariosis. Igualmente, 23% de los perros presentaban elevaciones de mioglo-
bina (>74 ng/ml), cuyo origen podria ser esquelético o cardiaco. El 47% de los perros
presentaban valores patologicos de dimero-D (>0.2 pg/ml), probablemente debido a
complicaciones tromboembolicas derivadas de la muerte natural de las filarias. En los
estudios de inmunohistoquimica, se pudo observar pérdidas intracelulares focales de
troponina [ y mioglobina en el miocardio de perros con dirofilariosis en areas con signos
histoldgicos de inflamacidn y/o necrosis, junto con elevaciones seroldgicas de estas pro-
teinas en la mayoria de los casos, confirmando la presencia de dafio miocérdico en esta
enfermedad. Por otro lado, se observaron depdsitos de dimero-D en tejido pulmonar y
glomérulos renales de perros con dirofilariosis, coincidiendo con valores elevados se-
rologicos del mismo, lo que confirma la utilidad del dimero-D para evaluar la presencia
de fenomenos tromboembolicos en esta patologia.

Por tltimo, durante el tratamiento adulticida, se observo que los valores de troponi-
na I, mioglobina y dimero-D se normalizaban en casi todos los casos tras el tratamiento
previo con ivermectina y doxiciclina (dia 60). Una vez iniciado el tratamiento con mel-
arsamina, los valores de dimero-D se elevan coincidiendo con la muerte de los parasi-
tos, especialmente los perros con elevada carga parasitaria, para normalizarse en todos
los perros al final del tratamiento. Los valores de troponina I permanecieron en valores
normales durante todo el tratamiento en perros con baja carga parasitaria, mientras que
en perros con elevada carga parasitaria permanecieron por encima de los valores de ref-
erencia para perros sanos durante todo el estudio. Los valores de mioglobina permane-
cieron normales a partir del dia 60, excepto el dia 91 (3* dosis de melarsamina), donde
presentaba elevaciones patoldgicas en la mayoria de los perros, probablemente debido
a la miositis provocada por la inyeccion intramuscular de melarsomina el dia anterior.

En conclusion, los biomarcadores de dafio cardiopulmonar troponina I cardiaca, mi-
oglobina y dimero-D, son herramientas complementarias, no invasivas, rapidas y faciles
de determinar, ttiles a la hora de evaluar el estado clinico del perro con dirofilariosis,
establecer un prondstico y monitorizar el tratamiento adulticida en perros infectados por
Dirofilaria immitis.

Palabras clave:
Dirofilaria immitis, dirofilariosis canina, biomarcadores cardiopulmonares, troponinas
cardiacas, mioglobina, dimero-D




Summary

Canine cardiopulmonary dirofilariasis is a parasitic disease caused by D.immitis.
The pathophysiological response is mainly due to the presence of adult worms in the
pulmonary arteries and right ventricle. The contact between the live worms and the
intima of the pulmonary arteries leads to proliferative endoarteritis and thickening of
the walls of these vessels causing obliterative endarteritis of small peripheral branches,
while the arteries become stiffer; moreover, dead parasites cause pulmonary thromboe-
mbolism. These processes lead to pulmonary hypertension, that if not treated progresses
to congestive right heart failure. Furthermore, during the adulticide treatment, pulmo-
nary thromboembolism is an inevitable consequence of successful adulticide therapy.
Cardiopulmonary biomarkers are biological parameters that can be objectively measu-
red and quantified as indicators of pathogenic processes or as indicators of response to
therapeutic intervention. The use of these biomarkers is a regular practice in human me-
dicine for detection and prognosis of cardiovascular diseases. In veterinary medicine,
they allow early detection of cardiopulmonary diseases, confirm doubtful cases and pro-
cesses, and contribute to the establishment of prognosis and the decision on a specific
treatment, as well as evaluate its effectiveness. The aim of this thesis was to determine
the serum levels and immunohistochemical evaluation of the cardiopulmonary biomar-
kers cardiac troponin T, cardiac troponin I, myoglobin and D-dimer in the diagnosis,
evaluation and prognosis of canine cardiopulmonary dirofilariasis, as well as assess its
utility in the monitoring and evaluation of the dog during the adulticide treatment of D.
immitis following the protocol recommended by the American Heartworm Society. For
this purpose, initial measurements of circulating biomarkers were performed in serum
of heartworm-infected dogs. Moreover, samples of pulmonary and renal tissues of 45
dogs were taken, as well as samples of myocardial tissue from the right ventricle of 24
dogs, infected by D.immitis, to perform immunohistochemical studies. Finally, 15 dogs
were evaluated (9 dogs with low parasite burden and 6 with high burden) during the
adulticide treatment with ivermectin, doxycycline and melarsomine, carring out weekly
measurements of biomarkers until completion of the treatment.

As result, heartworm-infected dogs showed normal levels of cardiac troponin T
(<0.1 ng/ml), while levels of cardiac troponin I were slightly higher in heartworm-
infected dogs (1.2340.8 ng/ml and 1.2+0.4 ng/ml in amicrofilaremic and microfilaremic




dogs, respectively) when compared to healthy dogs (0.9+0.3 ng/ml), which may indi-
cate the presence of minor myocardial damage in dogs positive for heartworm antigen.
Likewise, elevated circulating myoglobin (>74 ng/ml) was found in 23% of dogs, which
may come from both cardiac and skeletal muscle. Elevated D-dimer levels (>0.2 pg/ml)
were detected in 47% of heartworm-infected dogs, probably due to the thromboembolic
complications caused by the D. immitis infection and natural death of the worms. The
immunohistochemical studies showed intracellular loss of staining for myoglobin and
cardiac troponin I in the myocardium of dogs infected by D.immitis, together with ar-
eas of focal necrosis and/or inflammatory infiltrates, and serum biomarkers above the
reference ranges for healthy dogs in most cases, which confirmed myocardial damage
in dogs affected by heartworm disease. On the other hand, deposits of D-dimer in pul-
monary and renal tissue of heartworm-infected dogs were observed, concurring with
elevated serum levels of this marker, which confirms the utility of D-dimer to evaluate
the presence of thromboembolic events in this disease.

Finally, during the adulticide treatment, levels of cardiac troponin I, myoglobin and
D-dimer decreased, being within normal ranges in almost all dogs after treatment with
ivermectine and doxycycline (day 60). Once the treatment with melarsomine started,
the levels of D-dimer raised concurring with the death of the adult worms, especially
in those dogs with high parasite burden, normalizing afterwards at the end of the treat-
ment. Levels of cardiac troponin I remained within normal ranges during the treatment
in dogs with low parasite burden, while dogs with high parasite burden presented levels
of troponin I above the reference ranges for healthy dogs during all the study. Myoglo-
bin levels remained within normal ranges from day 60 until the end of the treatment,
except on day 91 (3" dose of melarsomine), when most of the dogs showed pathologi-
cal elevations, probably due to the myositis caused by the intramuscular injection of
melarsomine the day before.

In conclusion, the cardiopulmonary biomarkers cardiac troponin I, myoglobin and
D-dimer constitute as a supportive tool, non-invasive, useful and quick screening tests,
for the assessment of the clinical status, to establish a prognosis and monitoring of dogs
with heartworm disease during the adulticide treatment.

Key words:
Dirofilaria immitis, canine dirofilariasis, cardiopulmonary biomarkers, cardiac tropo-
nins, myoglobin, D-dimer




£ PARA QUE SE PUEDE UISAR ESTO?

WO SAEEMOS, LO QUE HACEMOS E5 WVESTIGACION BASICA

GUE BONITO, HOSOTROS NOS MATAMOS EMPLLIANDO PIEDRAS
¥ ARRASTRANDO AMMALES SALVAJES, MIENTRAS LOS SERORES
SE ENTRETIENEN HACIENDD COEAS QUE NO SIRVEN PARA NADA




“Contrary to what Asimov says, the most exciting phrase in science, the
one that heralds new discoveries, is not ‘Eureka!” or “That’s funny...,” it’s
“Your research grant has been approved.”

(John Alejandro King)
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