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RESUMEN

Con el propdésito de analizar el papel que desempefian los ma-
créfagos (MAC) en la demodeccia juvenil generalizada esponténea (DG),
se investigd si el suero de los animales que la padecen ejerce alguna
influencia sobre su funcién. Para ello, se realizaron pruebas de fago-
citosis y de blastogénesis, preincubando a los MAC con dicho suero.
Las mismas demostraron que el suero de los animales con DG redujo en
forma significativa la capacidad fagocitica de los MAC e impididé 1la
normal interaccidén funcional MAC-linfocito T. Ambas propiedades se re-
cuperaron tras la curacidén de los enfermos. Estos resultados sugieren
la existencia, en los animales con DG, de un factor sérico con efecto

depresor sobre la funcidédn de los MAC.
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SUMMARY

To further the understanding of the behaviour of macrophages
(MAC) in spontaneous generalized demodicosis (DG) studies were performed
so as to determine if the serum from demodectic dogs had any influence
on their function. Thus, phagocytic and blastogenetic tests were done
preincubating MAC with this serum. These assays demonstrated that the
serum from animals with DG reduced significantly the phagocytic capacity
of MAC and impaired normal MAC-T lymphocyte functional interaction. Both
properties reappered after recovery of the patients. These results

suggest the presence of a seric factor with an inhibitory effect on MAC

functiony in patients with DG.



1. INTRODUCCION

1.1 Estado actual del conocimiento acerca de la demodeccia canina

La sarna demodéctica (demodeccia, demodicosis, sarna roja)
es una afeccién cutanea de ocurrencia frecuente en el perro, .producida
por el aAcaro Demodex canis (Demodex folliculorum var. canis, Leydig
1859) (78). E1l mismo es un habitante normal de la piel de los caninos,
aunque su numero es muy escaso en el animal sano (38,62,98). Reside
dentro del foliculo piloso y, ocasionalmente, en las glandulas sebaceas
de la piel. Su ciclo bioldgico ha sido estimado en 20 a 35 dias, lle-
vandose a cabo enteramente sobre el huésped (48,96). Cuatro estadios
evolutivos del paréasito pueden reconocerse en muestras obtenidas a par-
tir de raspados de piel, a saber: adultos con 4 pares de patas, siendo
la longitud media de los machos de 168 ym y la de las hembras de 225 ym;
ninfas con 4 pares de patas y de una longitud de 200 pym; larvas con 3
pares de patas y 130 pm de longitud y huevos de 82 x 27 um (32). La
transmisidén natural ocurre por contacto directo de la madre con los ca-
chorros durante los 2 o 3 primeros dias de vida (38).

Se ha sugerido que, en perros suxXeptibles, algin factor po-
sibilitaria la reproduccidén del D.canis, cuya poblacidén aumentaria
enormemente y miles de &acaros colonizarian los foliculos pilosos del
huésped, produciendo manifestaciones de enfermedad (62). Dentro de los

factores predisponentes se han mencionado, entre otros, la edad, los



estados de'stress",malnutriciédn, endoparasitismo, parto, estro, enfer-
medades debilitantes y factors genéticos y hereditarios (32,48,79).
Segin la edad del animal que la padece, se describe una demodeccia ju-
venil, 1a que afecta a cachorros de 3 a 12 meses y que es, con mucho, la
de mayor prevalencia, y una demodeccia del adulto (62). La extensidén de
la lesidn cutéanea permite diferenciar 2 cuadros clinicos, a saber: de-
modeccia localizada (DL) y demodeccia generalizada (DG). La DL se des-
cribe en perros de 3 a 12 meses de edad y se manifiesta por lesiones
caracterizadas por 1 a 6 pequeiias areas de alopecia, bien circunscriptas,
no pruriginosas, con eritema y descamacidén, localizadas predominante-
mente en las regiones periocular y perilabial. E1 85% al 90% de los ca-
sos con DL remite espontaneamente en 3 a 8 semanas y rara vez recidiva
(62). La DG puede cursar sin complicaciones bacterianas secundarias
(demodeccia escamosa) o con piodermitis asociadas debidas, generalmente,
a la accidén del Staphylococcus aureus (demodeccia pustulosa) (78, y
constituye una enfermedad de curso potencialmente fatal (32,62). Los
animales afectados suelen presentar extensas areas de alopecia, eritema,
pastulas, costras y diversos grados de seborrea. Asimismo, es frecuente
el hallazgo de un agrandamiento ganglionar generalizado y de esplenome-
galia (62). Todos los estadios evolutivos del acaro pueden ser recupera-
dos a partir de los ganglios linfaticos, bazo, higado, intestino, pul-

mén, vejiga, sangre, orina y heces de los enfermos (35). Los intentos

de reproducir experimentalmente la enfermedad por exposicidén de cachorros



sanos no neonatos con animales afectados, o por inyeccidén intraperito-
neal de &caros, o por ingestidén de Acaros, han fracasado (79).

El diagndéstico definitivo de sarna demodéctica se establece
mediante el examen microscdpico del material obtenido por raspados de
piel de las areas afectadas (32,62). E1 hallazgo de un ndmero abundante
de &caros o de un aumento de la relacién de formas inmaduras a formas
maduras, son signos que se asocian a un prondstico mas desfavorable (79).

Muchas y variadas han sido las medidas terapéuticas utiliza-
das para controlar la DG. No obstante, s6lo recientemente se han logra-
do avances significativos en este aspecto. El uso de soluciones de ro-
nnel en propilenglicol (62), y de soluciones de amitraz en agua (33,61)
ha modificado enormemente el prondstico, lograndose curaciones en apro-
ximadamente un 86% de los casos (62).

Cudles son los hechos que permiten que un sapréfito como el
D.Canis multiplique su poblacidn y produzca enfermedad es el interro-
gante al que sb6lo en los Ultimos afios se ha podido responder, al menos,
en forma parcial. Que la DG haya podido ser reproducida en cachorros
tratados con suero antilinfocitico (65) es indicio de que, probablemen-
te, un estado de inmunodepresidén participe en su patogenia. Pruebas in
vitro, realizadas con linfocitos de perros sanos incubados con suero
de perros enfermos y expuestos a la accidn de fitomitdégenos, tales como
la fitohemaglutinira (PHA) y la concanavalina A (Con A), han demostra-

do una disminuciénen los porcentajes de blastogénesis, alteracidén esta,



que desaparece al remitir la enfermedad (43,79). Asimismo, las pruebas
realizadas con inyecciones intradérmicas de PHA y de Con A han revelado
respuestas subnormales en los animales enfermos (41). Ha sido tambien
observado que los linfocitos extraidos de perros con DG presentan, in
vitro, una escasarespuesta a los mitbégenos. Ninguna de estas alteracio-
nes ha sido reconocida en los animales que padecen DL (22).

Los animales con DG no suelen presentar leucopenia y no mues-
tran disminucidén del nimero de linfocitos T (LT) en las Areas corres-
pondientes de los ganglios linfaticos o del bazo, por lo que se deduce
que la alteracidén presente se debe a una hipofuncidén de estas células
(62). Tampoco se han reconocido alteraciones de la inmunidad humoral;
por el contrario, algunos estudios revelan una respuesta excesiva de los
linfocitos B y una hipercelularidad de las areas esplénicas y ganglio-
nares correspondientes a los mismos, hechos estos, que quizéas deriven
de una hipofuncidén de los linfocitos T supresores (62).

Estos hallazgos, conjuntamente con la observacidén de una pre-
disposicidén racial o familiar a padecer la enfermedad, llevaron a Scott
y col. (80) a formular la siguiente hipdtesis: la DG es la manifesta-
cibén de un defecto especifico de los LT, probablemente de naturaelza
hereditaria, que favorece la multiplicacidén y el aumento de la pobla-
cién de los D.canis, responsables de la aparicidén de un factor humoral
que produce una supresidén generalizada de los LT (inmunidad mediada por

células). La aparicidén de la enfermedad en el adulto, puede ser



considerada como la expresidén de una disfuncién de los LT secundaria a
otra enfermedad (neoplasias malignas, hiperadrenocorticismo,etc.) o a
tratamientos inmunosupresores (glucocorticoidoterapia, mediacidén citos-

tatica, etc.) (48,62).

1.2. Generalidades sobre el sistema inmune y su correlacidén con la DG

Con el fin de lograr una mas clara comprensién de los fendme-
nos inmunoldégicos implicados en la patogenia de la DG, debe tenerse en
cuenta que el sistema inmune de los vertebrados puede ser subdividido
en 2 sistemas a saber: humoral y celular. Asimismo, debe recordarse
gue se reconoce una inmunidad especifica y una inmunidad no especifica
(88). La inmunidad humoral es la responsable de la proteccidn del orga-
nismo contra infecciones bacterianas, parasitarias y virales extracelu-
lares y de procesos de dano celular. La inmunidad celular, por su parte,
provee una defensa orgéarica frente a parasitos intracelulares (virus,
bacterias, paradsitos) y participa en el rechazo de aloinjertos (9). La
respuesta humoral especifica comienza con una transformacién bléastica
de los linfocitos B, seguida de una diferenciacidén hacia células plasma-
ticas productoras de anticuerpos (Ac), concluyendo con el reconocimien-
to y la unién de los antigenos (Ag) libres por parte de los Ac. Los LT
o células T (derivadas del timo) intervienen en diferentes aspectos de
la respuesta inmune celular especifica. Asi, la regulacidén de dicha

respuesta se lleva a cabo mediante la accidén de los LT colaboradores o



"helper", los cuales interactdan con células presentadoras de Ag (ma-
créfagos -MAC) (8,75) y con el Ag propiamente dicho, promoviendo la
estimulacidén de los linfocitos B; los LT supresores, por su parte, su-
primen la funcidén inmune. Los LT efectores participan en las reacciones
de hipersensibilidad retardada, inmunidad de transplante y de citotoxi-
cidad mediada por LT citotdxicos, los cuales reconocen sblo Ag unidos

a células (restriccién de los LT) (9,18).

Los MAC son células pertenecientes al sistema mononuclear fa-
gocitico (90), integrante de la inmunidad no especifica (88). Provie-
nen de monocitos sanguineos originados en la médula 6sea (94), los que
se distribuyen en los diferentes tejidos corporales; alli adquieren una
morfologia, metabolismo y fisiologia particulares para cada tejido (42,
67,92). Los MAC asi definidos son denominados '"residentes'" y presentan
cierta capacidad fagocitica y expresan receptores superficiales (60),
tales como receptores para la tercera fraccidén del complemento (C3R) y
para la fraccién cristalizable de las inmunoglobulinas (Ig), (FcR) (1,
37,51). Utilizando ratones BALB/c (H—Zd) como modelo experimental de
un comportamiento normal, ha sido posible demostrar la existencia de
una variacién en la capacidad fagocitica normal de los MAC de los di-
ferentes 6rganos analizados (16). Los MAC obtenidos de &reas de infla-
macién no inmunolégicamente mediadas, se diferencian por el aumento del
contenido de hidrolasas &cidas, del tamafio, de la secrecidén de proteasas

neutras, por la alteracidén en el contenido de varias ectoenzimas y,



ademés, por el incremento de su capacidad de quimiotaxis y de fagocito-
sis a través de C3R y de FcR (6,37). La fagocitosis es el componente
primario de la defensa orgénica en contra de microorganismos invasores.
Los MAC, junto con los mecanismos celulares y humorales, son los respon-
sables de la eliminacidén de dichos microorganismos de la sangre y de los
tejidos, como asi tambien, de su degradacidn una vez ingeridos (60). A-
quellos MAC obtenidos a partir de areas de inflamacidén inmunoldbgicamente
mediadas, tienen la éapacidad (MAC activados) de responder a linfoqui-
nas (94), de presentar Ag a los LT y de destruir células tumorales y
pardsitos intracelulares obligados o facultativos (1). Este proceso de
activacidn requiere la presencia de linfocitos sensibilizados (100).
Como quedd previamente sefialado, en los pacientes con DG se
reconoce una deficiencia funcional de LT. Segin lo expuesto, la fun-
cién de estas células depende, en parte, de su interaccidén con células
con capacidad de procesamiento y de presentacidn de Ag: los MAC (73).
Considerando la mencionada interaccidén entre los LT y los MAC,
cabe preguntarse si la disfuncién de los LT descripta en la DG (80) de-
pende exclusivamente de una alteracidén de los mismos, si es consecuencia

de una incapacidad funcional de los MAC, o si obedece a ambos hechos

simultaneamente.



2. OBJETIVOS DEL TRABAJO

Para conocer el comportamiento de los macréfagos (MAC) en ani-
males con demodeccia juvenil generalizada (DG), se propuso determinar
la actividad fagocitica de MAC de diferentes dérganos de perros sanos
ante la presencia de suero de animales con DG obtenido antes de la ini-
ciacidén del tratamiento, durante la remisién clinica y luego de la cu-
racién. Con el fin de interpretar los resultados, se decidid correla-
cionar los valores asi obtenidos con los resultantes de la incubacidn
de MAC de diferentes O6rganos de perros sanos con suero canino normal.
Para ampliar la informacidén acerca del comportamiento de los MAC, se
propuso la realizacién de pruebas de blastogénesis de linfocitos T
obtenidos de perros normales, en presencia de MAC normales preincuba-

dos con el suero de los animales enfermos.



3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Animales

Quince perros sanos, 9 machos y 6 hembras, de edades varia-
bles entre 3 y 24 meses, provenientes del Sector Asistencial Veterina-
rio del Departamento Antirrédbico del Laboratorio Central de Salud Pa-
blica de la Provincia de Buenos Aires. Once perros con demodeccia ju-
venil generalizada (DG) esponténea, 7 hembras y 4 machos, de edades
comprendidas entre 3 y 30 meses, presentados para su atencidén en 1la
Catedra de Clinica Médica y Quirdrgica de Pequefios Animales, de la Fa-

cultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata.

3.2 Células
Glébulos rojos de carnero (GR) lavados con PBS. Macréfagos
(MAC) esplénicos, hepaticos, alveolares de pulmbén, dérmicos y perito-

neales. Linfocitos de ganglios linfaticos superficiales.

3.3 Sueros

Suero bovino normal (SBN) adicionado al 10% en el medio co-
rrespondiente, segin requerimiento (MEM-SBN). Suero canino normal (SCN).
Suero canino demodéctico (SCD). Hemolisina (IgG de conejo anti-GR) (Med-

Vet, La Plata, Argentina). Suero de cobayo como fuente de complemento.

3.4 Medios quimicos

MEM (Eagle's minimal essential medium - Gibco, Grand Island,



NY, USA) adicionado de 100 U/ml de penicilina, 100 ug/ml de estrepto-
micina y 200 mM de l-glutamina. PBS (Phosphate buffered saline: buffer

de fosfato - Gibco, Grand Island, NY, USA).

3.5 Productos quimicos

Fitohemaglutinina (PHA-M) (Difco Laboratories, Detroit, Mass.,
USA) 1 mg/ml. EDTA (Anticoagulante W, Lab.Wiener). Tiopental sédico
(Pentotal Sédico, Lab. Abbott). Tripsina al 1% (Gibco, Grand Island,NY,
USA). Solucidén hipotbénica (agua destilada). NaCl al 5%. Solucidn de
May-Grinwald Giemsa. Azul tripan al 1%. Lactofenol. Amitraz (N' (2-4
dimetilfenil) N-n (((2-4 dimetilfenil) imino) metil) -N-metil-metani-

midamida).

3.6 Examen clinico de los animales a utilizar y toma de muestras
3.6.1. Examen fisico de los animales sanos en 3.1.
Se practicdé el examen fisico completo de cada uno de los ani-

males sanos con el fin de verificar su estado de salud.

3.6.2. Hemogramas y férmulas leucocitarias de los animales sanos en 3.1.
Se extrajeron muestras de sangre con anticoagulante EDTA para
el estudio de los hemogramas y se efectuaron frotis sanguineos para la

determinacidén de las férmulas leucocitarias.

3.6.3. Eutanasia de los animales sanos en 3.1.

Se sacrificaron los animales sanos mediante la inyeccidén in-
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travenosa de una sobredosis de Pentothal Sédico.

3.6.4. Extraccidén de muestras a partir de los animales en 3.6.3., para
la obtencidén de MAC.

Se efectuaron raspados de dermis obtenida a partir de trozos
de piel de 10 cm de lado, de la regién inguinal, con escasa densidad
pilosa. Se extrajeron MAC peritoneales por inyeccidn intraperitoneal
de 80 ml de PBS estéril frio y posterior masaje y agitacién del abdomen,
seguidos de la aspiracién del liquido luego de la laparotomia (15). Se
extrajeron muestras de bazo e higado por seccidén de trozos de 2 cm de
lado y colocacidn de los mismos en tubos conteniendo PBS estéril frio.
Se efectuaron lavados pulmonares por inyeccidén intratraqueal de 40 ml
de PBS estéril frio para la obtencién de MAC alveolares (11,17,64). Se
extrajeron ganglios linfaticos superficiales (preescapulares y popliteos)
para la obtencidén de linfocitos T (LT) ya que estos 6rganos presentan
un 80-90% de células de dicha poblacidn (75); posteriormente, los mismos

fueron colocados en tubos conteniendo PBS estéril frio.

3.6.5. Necropsia de los animales sacrifficados

Se realizd el examen postmortem de los animales en 3.6.3.,
segin la técnica corriente (76). Las muestras provenientes de animales

con lesiones aparentes fueron desechadas.

3.6.6 Examen fisico de los animales con DG en 3.1.

Se practicd el examen fisico completo de cada uno de los
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pacientes con DG, el que incluyé ex&menes coproparasitolégicos realiza-
dos por métodos directos y por métodos indirectos de flotacién (14).

El diagndéstico de sarna demodéctica se confirmé por examen microscépi-
co de raspados de piel obtenidos a partir de 4 a 6 Areas afectadas y

suspendidos en lactofenol (62,96).

3.6.7. Hemogramas y fdérmulas leucocitarias de los animales con DG en 3.1.
Se extrajeron muestras de sangre con anticoagulante EDTA para
el estudio de los hemogramas y se efectuaron frotis sanguineos para 1la

determinacidén de las férmulas leucocitarias.

3.6.8. Extraccidén de suero de los animales con DG en 3.1,
Se extrajeron 10 ml de sangre de cada uno de los pacientes

para la obtencidén de suero, el que se almacendé congelado a -20°C.

3.6.9. Tratamiento y seguimiento de los animales con DG en 3.1.

Todos los pacientes fueron tratados con bafios de una soluciodn
de amitraz al 0,025% en agua, cada 10 o 15 dias (30,49,61). Los anima-
les con piodermitis severa (casos N° 1, N° 3, N° 8 y N° 9) recibieron
lincomicina por via oral, a la dosis de 15 mg/kg de peso corporal, du-
rante 20 a 30 dias. El1 caso N° 1 recibid praziquantel y los casos N° 2,
N° 5 y N° 8, pamoato de pyrantel para combatir las parasitosis intes-
tinales detectadas, utilizéndose, para el mismo fin, mebendazol en el
caso N° 9, Tras la iniciacidén del tratamiento, los pacientes fueron

examinados periédicamente, cada 8-15 dias, hasta su curacidén clinica.
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3.6.10. Extraccidén de suero de los animales con DG durante el tratamiento
Se extrajeron 10 ml de sangre de cada uno de los pacientes

luego de 30 dias de iniciado el tratamiento. El1 suero obtenido fue al-

macenado congelado a -20°C. Este procedimiento no se realizdé en los

casos N° 10 y N° 11 por extravio y muerte de los respectivos pacientes.

3.6.11. Determinacién de la curacidén clinica de los animales con DG y
extraccidn de suero.

La curacidén de los pacientes fue determinada tras la obten-
cidén de raspados de piel negativos, practicados en 4 semanas consecuti-
vas (62). Se extrajeron 10 ml de sangre de cada uno de los animales cu-
rados y el suero se almacend congelado a -20°C. Este procedimiento no
se Lumplié en los casos N° 10 y N° 11 por las razones expuestas en 3.6.10
como asi tampoco en los casos N°8 y N° 9 los que por domiciliarse en

zonas muy alejadas del partido de La Plata, no pudieron ser controlados

hasta su curacidn.

3.7. Procesamiento y cultivo de las muestras

3.7.1. Tratamiento de las muestras en 3.6.4.
3.7.1.1. Obtencidén de MAC y linfocitos

Se desmenuzaron los trozos de bazo (23), higado (24,91) y
ganglios linfaticos (68) con tijera, sobre una malla metédlica, comple-
tando el macerado con 5-10 ml de PBS estéril y frio, disgregandose los

grumos con la ayuda de una jeringa. Se centrifugé dicha suspensidén a
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1000 rpm a 4°C durante 10 min. Las muestras obtenidas de lavados peri-
toneales (47) y pulmonares (25,26) fueron centrifugadas de la misma
manera. El1 raspado dérmico fue incubado durante 30 min a temperatura
ambiente en un mortero, con el agregado de 10-15 ml de tripsina al 1%.
Posteriormente, dicha suspensién fue centrifugada a 1000 rpm a 4°C du-
rante 10 min.

Los sedimentos obtenidos tras la centrifugacidén fueron resus-
pendidos en una solucidén hipoténica de 4,5 ml de agua destilada, duran-
te 1 min a temperatura ambiente, para producir la lisis osmdética de 1los
GR presentes. La isotonicidad del medio fue reconstituida con 0,5 ml de
NaCl al 5%. Las suspensiones fueron posteriormente centrifugadas a 1000
rpm a 4°C durante 10 min. Desechado el sobrenadante, se suspendid el
sedimento con MEM y se procedidé al recuento celular de los MAC de las
diferentes muestras. Se sembraron 1 X 1O6 MAC por frasco de cultivo
conteniendo un cubreobjetos para permitir la adherencia de los MAC al
vidrio (68). Luego de 120 min a 37°C, los frascos fueron lavados con
PBS estéril para eliminar aquellas células en suspensién o con poca adhe-
rencia al vidrio (97). Los MAC fijados al vidrio fueron incubados con
diluciones de los sueros a analizar, durante 24 horas.

Las células obtenidas por maceracién de los ganglios linféati-
cos fueron incubadas en frascos de cultivo a 37°C durante 120 min. To-

mado el sobrenadante, se constatd que el 98-99% de las células presen-

tes eran linfocitos.
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3.7.1.2. Prueba de sobrevida de los MAC

Los MAC esplénicos obtenidos en 3.7.1.1. y fijados al vidrio
fueron incubados con 0,5 ml de tripsina al 1% a 37°C durante 5 min para
levantar la monocapa (47). La suspensidn asi obtenida fue diluida en S
ml de MEM-SBN y centrifugada a 1000 rpm a 4°C durante 10 min. El1 sedi-
mento fue resuspendido en MEM-SBN. Posteriormente, se agregaron 100 al
de esta suspensidén a 900 ul de azul tripén al 1% para la exclusidn de

las células muertas.

3.7.2. Prueba de fagocitosis
3.7.2.1. Opsonizacidén de los GR de carnero

La suspensién madre de hemolisina fue diluida 1/20 .en PBS y
la suspensidén de GR de carnero fue dilufida 1/10 en PBS. Ambas suspen-
siones mezcladas en relacidén 1:1 v/v fueron incubadas a 4°C durante 45

min (10,39,86).

3.7.2.2. Enfrentamiento de los GR opsonizados (GRO) con los MAC de los

distintos 6rganos

Se incubaron 400 ul de GRO con los MAC de los diferentes 6r-
ganos, adheridos al vidrio y preincubados con los sueros a analizar, a

37°C durante 60 min (55,91).

3.7.2.3. Revelado de las muestras
Los cubreobjetos fueron coloreados con una solucidén de May-
Griinwald Giemsa, tras lo cual se realizd el recuento de MAC con capaci-

dad fagocitica.
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3.7.3. Prueba de termolabilidad sérica
Se preincubaron los SCD y SCN diluidos 1/20 en MEM a 56°C
durante 30 min. Alternativamente, se agregdé complemento de cobayo cuya

dilucidén final fue 1/10, al realizar las pruebas de fagocitosis.

3.7.4. Prueba de transformacidén blastica de LT

Los linfocitos obtenidos de ganglios linfaticos en 3.7.1.1.
fueron preincubados a 37°C durante 120 min, con 2 ml de SCD o SCN di-
luidos 1/20 en MEM, conteniendo 2 x 1O6 linfocitos por ml. Posterior-
mente, los linfocitos fueron centrifugados a 1000 rpm a temperatura
ambiente durante 10 min y resuspendidos en 2 ml de MEM-SBN.

Un milldén por ml de los MAC de bazo obtenidos en 3.7.1.1. y
fijados al vidrio fueron incubados con 2 ml de SCD o SCN diluidos 1/20
en MEM a 37°C durante 120 min. Los frascos fueron lavados con PBS para
eliminar el suero sobrenadante.

Se incubaron 2 ml de la suspensién de linfocitos preincubados
con cada uno de los frascos conteniendo los MAC preincubados, en distin-
tas combinaciones (relacién linfocito:MAC, 4:1) (8,66). Alternativamente,
fueron agregados a los frascos 4‘pg/m1 de PHA, mitdgeno que promueve
la transformacidén blastica de los LT maduros (54). Todos los cultivos
fueron incubados a 37°C durante 24 horas. De cada uno de los frascos se

tomaron muestras para la realizacidén de un recuento diferencial entre

linfoblastos y linfocitos maduros.
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3.8. Andlisis de los resultados

La significacidén de los valores en 3.7.2.3. se establecid
mediante el an&lisis de la varianza segin el método de Fisher (83).
Los datos fueron procesados en el Centro Superior de Procesamiento de

la Informacidén de la Universidad Nacional de La Plata (CESPI).
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4, RESULTADOS

Conqciendo que en los perros con demodeccia generalizada (DG)
existe una disfuncidén de los linfocitos T (LT), se decidid determinar
si los macréfagos (MAC) también sufren algin tipo de alteracién duran-
te esta enfermedad. Para ello, se realizaron pruebas de capacidad fa-
gocitica de MAC normales ante la presencia de suero canino demodécti-
co (SCD), como asi también, pruebas de blastogénesis de LT en presen-

cia de MAC normales, previamente incubados con SCD.

4.1. Hallazgos clinicos en los animales utilizados

4.1.1. Hallazgos en los animales sanos

El examen fisico de los 15 perros de los cuales se obtuvieron
los MAC, demostrd que los mismos se hallaban clinicamente sanos.. Sus
temperaturas rectales oscilaron entre 38,4°C y 39,1°C. Las frecuencias
cardiaca y respiratoria variaron entre 80 y 140 latidos/min y 30 a 50
ciclos/min, respectivamente. Asimismo, los valores de los hemogramas y
de las fdérmulas leucocitarias estuvieron comprendidos dentro de los 1li-
mites normales. Ninguno de los animales utilizados presentd lesiones

macroscdOpicas durante el examen postmortem.

4.1.2. Hallazgos en los animales con DG

Siete de los perros con DG presentaron la forma pustulosa de

la enfermedad, con lesiones caracterizadas por dreas miultiples de alo-
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pecia difusa, parcial o total, descamacibén, eritema, pustulas, costras
Yy, en algunos casos, fistulas sangrantes, dolorosas a la palpacidén. Los
4 restantes, presentaron la forma escamosa, con Areas de alopecia par-
cial o total, descamacidén, eritema, zonas de hiperpigmentacidén y diver-
sos grados de hiperqueratosis y de liquenificacién. La extensidén de las
lesiones cutaneas fue variable, afectando entre el 35% y el 98% de 1la
superficie corporal. En la casi totalidad de los pacientes, se registré
un agrandamiento de los ganglios linfaticos superficiales. La evolucidn
de la enfermedad hasta el momento de la consulta oscild entre 1 y 24
meses. Los datos concernientes a cada caso se consignan en la Tabla 1.
Dentro de los valores hematoldégicos (Tabla 2), los hemogramas de los
casos N° 1, N° 3 y N° 11, evidenciaron una anemia leve, con recuen-

tos eritrocitarios variables entre 4,5 x lO6 y 5,0 x 106/pl, hematocri-
tos de 35% a 39% y valores de hemoglobina entre 10,5 g y 11,5 g/dl. Estos
valores fueron compatibles con la anemia de enfermedad crénica (81). Los
casos N° 1, N° 3 y N° 8 (Tabla 2), mostraron recuentos leucocitarios
ligeramente elevados, con neutrofilia, desviaciones estas, probablemen-
te relacionadas con la piodermitis asociada, reconocida en dichos pacien-
tes. En los otros enfermos no se registraron alteraciones de estos pa-
rametros (Tabla 2). Los examenes coproparasitoldégicos evidenciaron es-
casos huevos de Dipylidium caninum en el caso N° 1, de Ancylostoma ca-
ninum y Toxocara canis en los casos N° 2, N° 5 y N° 8 y de Trichuris

vulpis en el caso N° 9. Los animales fueron tratados en consecuencia
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con praziquantel, pamoato de pyrantel y mebendazol, respectivamente.

Los casos N° 3, N° 4, N° 6, N° 7 y N° 11 habian recibido pre-
viamente los siguientes tratamientos: glucocorticoides,antibiéticos, an-
timicdéticos y, en forma esporadica, aplicaciones de antiparasitarios
tales cono amitraz, ronnel en agua e ivermectinas. Ninguno de estos 5
animales habia recibido medicacidén alguna durante por lo menos 3 meses
previos a la consulta.

El examen microscdpico de los raspados de piel obtenidos a
partir de las areas afectadas de los casos N° 1, N° 3, N° 4, N° 8 y N° 9
permitid reconocer una abundante cantidad de Demodex canis (17 a 25 aca-
ros en el material observado) con una elevada proporcidén de formas in-
maduras y de huevos. Las muestras obtenidas de los casos N° 2 y N° 11,
contuvieron una moderada cantidad de Acaros (8 a 9 acaros en el material
examinado), con predominio de las formas adultas. En los casos N° 5,

N° 6, N° 7 y N° 10, se encontrdé sbélo un escaso nuimero de parasitos (5 a
7 acaros), en sus formas maduras, exclusivamente.

A los 30 dias de iniciado el tratamiento, 9 de los pacientes
registraron una remisidén parcial de la signologia cuténea inicial, con
persistencia de un escaso nimero de &acaros (4 a 11 en los materiales
observados), predominantemente en sus formas adultas. Ninguno de estos
animales presentd , en ese momento, lesiones de piodermitis o eviden-
cias de parasitosis intestinales. Los 2 pacientes restantes (casos N° 10

y N° 11), no pudieron ser examinados por extravio y muerte de los mismos,
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respectivamente,

Siete de los 9 pacientes pudieron ser controlados hasta su
curacién clinica, ya que se perdid el seguimiento de los casos N° 8 y
N° 9 por residir en zonas muy alejadas del Partido de La Plata. La du-
racién del tratamiento hasta la curacidén clinica de los casos corres-

pondientes se consigna en la Tabla 1.

4,2. Capacidad fagocitica de los MAC extraidos de distintos 6rganos de
perros normales

Para poder analizar si la capacidad fagocitica de los MAC ex-
traidos de distintos 6rganos caninos presentaba alguna alteracién fun-
cional al ser preincubados con SCD, se debid determinar, previamente,
el grado de efectividad fagocitica de los MAC extraidos de animales nor-
males preincubados con suero canino normal (SCN). La Figura 1 muestra
el proceso de la fagocitosis, durante el cual se observa una primera
etapa de adherencia de los glébulos rojos opsonizados (GRO) a 1los MAC
y una segunda etapa de internalizacién de los GRO por parte de estas
células. La Tabla 3 demuestra que, si bien el porcentaje de fagocitosis
normal de los MAC analizados difiere, en cierta medida en cada d4rgano,

en ninguno de los casos alcanzd el 100%.

4.3. E1 SCD como factor limitante de la funcidn de los MAC

4.3.1. Efecto del SCD sobre la capacidad fagocitica de los MAC normales

Habiéndose determinado los valores normales de fagocitosis
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en los distintos érganos caninos estudiados (Tabla 3), se procedid a
analizar el efecto del SCD sobre la fagocitosis de los MAC normales.
Los resultados demuestran (Tabla 4) que la reduccién en la capacidad
fagocitica de los MAC de los distintos 6rganos fue de aproximadamente

un 50% a un 60% del valor normal.

4,3.2. Efecto de la concentracidén del SCD

Con el fin de determinar si la disminucidén de la capacidad
fagocitica de los MAC normales incubados con SCD (Tabla 4) era conse-
cuencia de los efectos de la concentracidédn del suero analizado, o bien,
de una disfuncidén celular, se realizaron pruebas de sobrevida y de fa-
gocitosis de MAC en presencia de distintas diluciones del SCD. Para
ello, la monocapa de MAC esplénicos fue incubada durante 24 horas a 37°C,
con dichas diluciones (Tabla 5). La sobrevida de los MAC esplénicos
observada cuando éstos fueron incubados con SCD diluido 1/20 y 1/30,
fue de mds de un 90% con respecto a la sobrevida observada cuando dichos
MAC fueron incubados con SCN o sin suero. Por el contrario, cuando una
dilucién 1/10 del SCD interactud con los MAC esplénicos, sélo se obtuvo
una sobrevida del 50%.

Las pruebas de fagocitosis demostraron que, diluciones 1/10
y 1/20 del SCD producian una reduccidén de la capacidad fagocitica, su-
perior a un 60% con respecto a los valores obtenidos con el SCN; con la

dilucidén 1/30, los resultados se acercaron a los obtenidos con el SCN.
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4.3.3. Caracterizacidén del SCD

Poco es lo que se sabe aun acerca de las caracteristicas fisi-
co-quimicas de un factor presente en el SCD. En trabajos previos (80)
fue comunicado! en un principio, que el factor presente en el suero de
los animales afectados de sarna demodéctica se encontraba quimicamente
ligado a las fracciones D%,‘p y/o B’de las globulinas plasmaticas. Pos-
teriormente, se determind que dicho factor se encuentra en las fraccio-
nes B de las globulinas (62).

Para determinar alguna propiedad fisica del SCD, se estu-
didé su resistencia a la temperatura, realizandose, en consecuencia,
pruebas de termolabilidad (Tabla 6). Las mismas consistieron en el pre-
calentamiento del SCD a 56°C durante 30 min y posterior incubacidén a
37°C durante 24 horas con una monocapa de MAC esplénicos, ante la pre-
sencia o ausencia de complemento. Posteriormente, se realizd, con este
sistema, una prueba de fagocitosis. Los porcentajes de fagocitosis de
los MAC esplénicos normales fueron similares tanto ante la presencia
como ante la ausencia de complemento. Por otra parte, no se registraron
diferencias con los porcentajes de fagocitosis producidos cuando MAC
normales se incubaron con SCN precalentado a 56°C o a 37°C durante 30
min'y ante la presencia o ausencia de complemento. La disminucidén en la
capacidad fagocitica de los MAC esplénicos sélo fue‘observada cuando

el SCD fue precalentado a 37°C durante 30 min (Tabla 6).
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4.4, Efecto del SCD de pacientes con DG en remisidén sobre la capacidad
fagocitica de los MAC normales

Para determinar si la presencia de acaros en los animales con
DG se relacionaba con la aparicién de un factor supresor de la capaci-
dad fagocitica de 1los MAC en el SCD, se instaurd el tratamiento de los
pacientes con una droga de accidén acaricida (34). Las pruebas de fago-
citosis realizadas con MAC preincubados con el SCD extraido de los en-
fermos luego de 30 dias de instaurado el tratamiento (Tabla 7) y tras
su curacidén clinica (Tabla 8), demostraron un aumento de la capacidad
fagocitica, con respecto a la observada cuando los MAC fueron preincu-
bados con el SCD de animales sin tratar; tal es lo que se observa en la

Figura 2, en la que se tomaron como. modelo los MAC esplénicos.

4.5. Anadlisis de los resultados
Luego del andlisis de la varianza realizado segin el método
de Fisher (84), se comprobd que no exisf{an diferencias significativas
entre los resultados de las pruebas de fagocitosis de MAC normales de
pulmén,dermis y bazo; por el contrario, se observaron difefencias sig-
nificativas entre la actividad de estos Gltimos y la de los MAC perito-
neales y hepaticos, como asi también, entre estos dos entre si (Tabla 10).
Teniendo en cuentala ausencia de significacidén de las diferen-
cias observadas en la actividad fagocitica de los MAC alveolares del

pulmén, dérmicos y esplénicos, se tomaron estos Gltimos, conjuntamente
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con los hepaticos y peritoneales, para determinar la varianza de los
valores de fagocitosis obtenidos con MAC preincubados con SCN y con SCD
extraido de animales no tratados, tratados y curados (Tablas 10 y 11). De
este andlisis surgidé que existen diferencias significativas entre cada
poblacién de MAC preincubados con SCN y con SCD extraido de enfermos

no tratados y de enfermos en remisién. Por el contrario, no se observa-
ron diferencias significativas para cada poblacidén de MAC preincubados

con SCN y con el suero obtenido de los animales curados.

4.6. Relacidn funcional MAC-LT

Habiéndose comprobado que el SCD deprimia la actividad fago-
citica de los MAC normales, se decidid estudiar si dicho suero afectaba,
también, la capacidad que estas células poseen de interactu;r con los
LT. Las pruebas de blastogénesis de LT realizadas en presencia de MAC
esplénicos preincubados con el SCD de los animales no tratados, demos-
traron una escasa respuesta a la fitohemaglutinina (PHA). Estos resul-
tados fueron comparables a los observados cuando MAC esplénicos prein-
cubados con SCD interactuaron con LT en ausencia de PHA (Tabla 9). Estas
mismas pruebas realizadas preincubando los MAC esplénicos con el SCD de
los pacientes en remisidén, demostraron un incremento de los porcenta-
jes de blastogénesis, ante la presencia de PHA. Cuando se realizaron

las pruebas de blastogénesis preincubando a los MAC esplénicos con el

suero obtenido de los animales curados, se. observaron valores similares
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de transformacidén blastica a los registrados para los MAC preincubados
con SCN, en presencia y ausencia de PHA. Los resultados obtenidos a
partir de pruebas de blastogénesis de LT preincubados con SCD de anima-
les no tratadosg de pacientes en remisidén y de animales curados, fueron

similares a los consignados en la literatura (43,80) (Tabla 9).
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5. DISCUSION

Los estudios realizados sobre la inmunocompetencia de los pa-
cientes demodécticos, se han referido a la inmunidad humoral, a la inmu-
nidad celular y a la inmunidad no especifica (22,43,80). No obstante,
en lo que a esta Gltima respecta, el Unico aspecto analizado ha sido el
comportamiento del leucocito polimorfonuclear neutréfilo; es asi, que se
ha comprobado que el suero de los animales demodécticos posee un efecto
depresor sobre la quimiotaxis de neutréfilos normales (52).

Con el fin de profundizar el conocimiento acerca de la influen-
cia de la inmunidad no especifica en la patogenia de la demodeccia ge-
neralizada (DG), se decidid estudiar la participacidn del macréfago (MAC).
en esta afecciédn.

Los elementos que otorgan a los MAC maduros su particular ca-
pacidaq funcional, pueden ser divididos en 3 categorias: 1) contenido
de importantes constituyentes intracelulares destinados al metabolismo
celular y a la degradacién del material ingerido; 2) presencia de re-
ceptores (glucoproteinas) en su superficie celular, capaces de reconocer
particulas extremadamente variadas presentes en el medio ambiente y de
interactuar con ellas; y 3) presencia de sistemas destinados a la sin-
tesis, empaquetamiento y secrecidén de diversos productos moleculares de
accién intra y extracelular. Todos los elementos comprendidos en los 3

grupos mencionados, operan en forma altamente coordinada (1). Asi, prueba
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realizadas in vitro, han demostrado que la biosintesis y/o secrecién de
sustancias con capacidad de estimulacidén de la proliferacién de linfoci-
tos T (LT) y de la diferenciacidén de linfocitos B, en cultivos de MAC
peritoneales de ratén, aumenta al incrementarse la capacidad fagocitica
de los MAC (19),

La mayoria de los estudios relacionados con los MAC se refie-
ren al aislamiento y caracterizacidn de células fagociticas provenientes
de ratones, cobayos, ratas y el hombre (15,91). La determinacidén de 1la
capacidad funcional de los MAC ha sido establecida, entre otras, median-
te pruebas de fagocitosis de gldébulos rojos opsonizados (GRO) (68), de
bacterias (15) y de levaduras (63). La fagocitosis es un complejo meca-
nismo que puede ser dividido en los siguientes pasos: contacto entre el
MAC y la particula, reconocimiento de la misma, establecimiento de un
contacto estable, ingestidén y digestidén (37). Los procesos de contacto
e ingestidén son dependientes de la temperatura (73) y ello probablemente
se deba a la modificacibdn del estado fisico de la membrana lipidica de
la célula, lo que posibilitaria el desplazamiento lateral de sus recep-
tores (37). Los datos obtenidos a partir del estudio de MAC de diferen-
tes especies animales, indican ligeras variaciones interespecificas;
las mismas se refieren a diferencias de morfologia, de receptores ce-
lulares, de dinédmica de crecimiento in vitro y de actividad fagocitica (2¢

Para el presente trabajo,debieron realizarse pruebas de fago-

citosis de GRO de MAC de perros normales, ante la presencia de suero
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canino normal (SCN), por carecerse de informacidén referida a esta espe-
cie. Las mismas mostraron, en todos los casos (Tabla 3), porcentajes

de fagocitosis inferiores a 100. Esto probablemente se deba a diversos
factores. Asi, los MAC obtenidos en 3.7.1.1. no habian sido previamente
estimulados con ningin tipo de sustancia antigénica y, por lo tanto, se
hallaban en estado de reposo, lo que implica una menor capacidad de sin-
tesis, menor produccidén de enzimas y menor capacidad de quimiotaxis y

de fagocitosis (1). Por otro lado, el tamafio de los glbébulos rojos (GR)
utilizados, si bien fué lo suficientemente pequefio (4 ym) como para ser
endocitados por los MAC, este proceso podria haber sido mas eficiente

si los GR hubiesen sido opsonizados con complemento, ademas de IgG; esto
hubiera permitido una unidén més eficiente con lo receptores para la
fraccién cristalizable de las Ig (FcR) y para la tercera fraccidn del
complemento (C3R) (55). En ciertos érganos, como la piel (29) o el bazo,
existen células presentadoras de antigeno (Ag) (células de Langerhans

y células accesorias de la respuesta inmune (50), respectivamente) que,
aunque poseen FcR (8) y pueden fijar GRO, poseen pocos lisosomas y sdlo
una escasa capacidad fagocitica (92). La maduracién de la célula es
también un factor limitante de su funcidn (42,67); asi, la fagoci-
tosis de bacterias en el ratén, es mas efectiva (90%) en MAC peritonea-
les que en aquellos de médula 6sea (75%) (91). Asimismo, se ha determi-
nado (91) que el tiempo de recambio de una célula inmadura a una célula

madura se prolonga, en los distintos tejidos, por aproximadamente 1 a 5
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semanas.

Otra de las observaciones surgida del presente trabajo fue
que en el perro, la intensidad de la capacidad fagocitica de los MAC
diferia en forma significativa entre ciertos 6rganos (Tablas 3 y 10) y
que, por otro lado, estas diferencias se mantenian frente a la enferme-
dad (Tablas 7 y 10). Cabria asi suponer, que cada 6rgano conserva, en
esta particular circunstancia, las variaciones de las distintas subpo-
blaciones de MAC que residen en el mismo. Estos hallazgos podrian deber-
se a mecanismos intrinsecos de cada poblacidén, tal como ha sido descrip-
to en el ratdédn (92). Es asi que en esta especie, los MAC peritoneales
tienen més avidez por GRO que los MAC alveolares ya que, si bien estos
ultimos presentan un mayor contenido de enzimas lisosomales, su capaci-
dad de destruccién de células fagocitadas es menor (92). Esta diferen-
cia se deberia a la capacidad de los MAC peritoneales de liberar sus en-
zimas dentro de los fagosomas, mads que a la cantidad de enzimas lisoso-
males contenidas (92). Por otro lado, existe una variacidén en el nume-
ro de FcR presente en la membrana plasmatica de los MAC de distintos
érganos y ain, en la de las diferentes poblaciones de MAC dentro de un
mismo érgano; esto, unido al hecho de que la cantidad de dichos recep-
tores también varia segin las células estén en reposo (MAC residentes)
o activadas (2), seria otro factor determinante de las diferencias
observadas en la intensidad de 1la actividad fagocitica. La presencia

de FcR es fundamental para el proceso endocitico de los Ag opsonizados,
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ya que media la toma y degradacidén de las particulas (60). La Ig que
opsoniza al Ag se fija por;su fraccidén cristalizable (Fc) al FcR del
MAC posibilitando un intimo contacto MAC-Ag (Figura 1). Por -otra parte,
le confiere al Ag una determinada estructura espacial que el MAC recono-
ce, proyectando pseudépodos en el punto de contacto con el objeto y ex-
tendiéndolos alrededor del mismo (99). E1l mecanismo de adhesién y fu-
sidén es adn oscuro, pero hoy se sabe que la propagacidén de pseuddpodos
se debe a la interaccidén de filamentos de actina con otras proteinas,
ante la presencia de iones de calcio (99). Estos procesos tienen lugar
si la Ig opsonizante es la IgG ya que si es la IgM, sbélo se produce el
fenémeno de adherencia de las particulas, pero no la endocitosis (56).
Diversos autores (22,43,80) coinciden en sefialar que el suero
de los animales que padecen DG presenta un efecto depresor de los linfo-
citos T (LT). Dicho efecto seria mediado por un factor que se encontra-
ria presente en la fracciédn ﬁ globulina del suero de los enfermos (41,
46). Una de las finalidades de este trabajo, fue la de determinar la
influencia del suero canino demodéctico (SCD) sobre la capacidad fago-
citica de MAC extraidos de caninos normales. Siendo que el efecto depre-
sor de los LT se obtuvo con diluciones del SCD de 1/20 (80), para las
mencionadas pruebas de fagocitosis se utilizaron, en el presente estu-
dio, diluciones de 1/10, 1/20 y 1/30 de los sueros a analizar. Los re-

sultados demostraron que a mayor concentracién del SCD, mayor fué su

efecto 1litico para los MAC resuspendidos (Tabla 5). Esto no significa,
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necesariamente, que esta sea una condicidén del suero en el individuo
enfermo, aunque no puede descartarse dicha posibilidad. Asimismo, 1las
pruebas de fagocitosis realizadas con los sueros en sus distintas dilu-
ciones evidenciaron que, con menores diluciones se registraba un menor
porcentaje de fagocitosis. Si bien con mayores diluciones (1/20 y 1/30)
se registrd una menor toxicidad, con diluciones 1/30 el efecto depresor
de la fagocitosis no fue facilmente detectable. Por lo tanto, se decidiéd
utilizar las diluciones séricas de 1/20. La reduccidén de la capacidad
fagocitica de los MAC de distintos érganos,obtenidos de animales sanos,
cuando se los preincubdé con SCD (Tabla 4), habla en favor de la presen-
cia, en dicho suero, de un efecto depresor generalizado y no particula-
rizado para algin tipo de MAC. Estos resultados observados in vitro con
MAC normales, probablemente se observen con pruebas de fagocitosis de
MAC obtenidos de animales con DG, en ausencia de SCD en el medio de
cultivo. Esta posibilidad estaria avalada por las observaciones realiza-
das en sistemas in vitro con MAC obtenidos de ratones, previamente in-
festados con promastigotes de Leishmania trépica, en las que se demues-
tra que la frecuencia de fagocitosis de dichos MAC decrece gradualmente
ante el contacto persistente de los pardsitos con las células fagoci-
ticas (3).

E1l precalentamiento del SCD a 56°C .durante 30 min produjo 1la
pérdida de la capacidad inhibitoria de la fagocitosis (Tabla 6). Pro-

bablemente, se haya producido la inactivacién de determinadas moléculas,
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sin que se registrara precipitacidén (53). Tal es lo que sucede con el
complemento (69) y con la IgE, la cual se inactiva por calentamiento,
al producirse cambios de conformacidén de su fraccidn Fc (44).

Con el fin de comprobar si el numero de parasitos presente en
el animal enfermo guardaba relacidén con la capacidad inhibitoria de 1la
fagocitosis descripta para el SCD (Tablas 4,7 y 8), se inicid el trata-
miento de los pacientes utilizando una droga acaricida: el amitraz. Este
farmaco se incluye dentro del grupo de agentes inhibidores de la mono-
aminooxidasa (49,96) y con el mismo se logran curaciones en aproximada-
mente un 82% a un 96% de los casos, luego de 3 a 8 aplicaciones cada
14 dias (34,61), requiriéndose en algunos pacientes, hasta 18 bafios (57,
82). Este tratamiento carece, en general, de efectos colaterales, regis-
trandose eventualmente estados de somnolencia que remiten luego de algu-
nas horas (61). En el presente trabajo se comprobdé, en todos los casos,
una reduccidén de la poblacidén de Demodex canis, la que culmindé con su
desaparicidén total tras la curacidén del paciente. Los resultados obteni-
dos con las pruebas de fagocitosis, cuando MAC normales fueron prein-
cubados con SCD de animales en tratamiento y de animales curados (Tablas
7 vy 8), demostraron una disminucidén de la capacidad inhibitoria del SCD,
hasta la pérdida de dicho efecto luego de la remisidén clinica, como se
comprobd para los MAC esplénicos (Figura 2). Asi, el andlisis de la va-
rianza de estos datos, reveld diferencias significativas entre los va-

lores obtenidos cuando se preincubaron los MAC con SCD de animales
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tratados y con SCD de animales sin tratar (Tabla 11); de igual modo,
no se verificaron diferencias significativas cuando se utilizbé el SCN
o el SCD de animales curados para interactuar con los MAC (Tablas 10 y 11)
Que 3 de 1los pacientes con la forma pustulosa de la enfermedad no re-
cibieran antibioticoterapia (Tabla 1) y a pesar de ello se recuperaran
de la piodermitis, podria interpretarse como un efecto del restableci-
miento de la inmunidad celular contra bacterias; esto podria resultar
de un proceso de hiposensibilizacidén contra Ag o toxinas bacterianas (79)
o bien, como la expresidén de la recuperacidén gradual de la actividad de
los MAC, segin fuera disminuyendo la poblacién de Demodex canis.

La presencia del parédsito adulto y de sus formas evolutivas
podria ser la causa de la aparicidén de un factor sérico que, solo o
combinado, produciria una disfuncién en los MAC de distinfos érganos.
Esto es avalado por estudios experimentales en los que se demuestra que
huevos, larvas y formas méds juveniles y adultas del Schistosoma mansoni
despiertan, en conjunto, una respuesta inmune mayor a partir de sus
constituyentes superficiales que el adulto en forma aislada (27). El
mencionado factor sérico podria actuar solo, inhibiendo o disminuyendo
la capacidad fagocitica de los MAC, como lo hace la cytochalasina B, un
metabolito fingico que disuelve el gel de actina de los MAC, inhibiendo
el mecanismo de la fagocitosis (99). Existen ciertas sustancias (com-
puestos redox) que promueven la actividad del ciclo alternativo de la

hexosa monofosfato, lo que se acompafia de un aumento de la capacidad
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fagocitica de los MAC. El incremento de la actividad de este proceso
metabdlico induce la liberacidén de grandes cantidades de prostaglandi-
nas por parte de los MAC las que, a su vez, inhibirian el efecto fago-
citico de estas células, como asi también, la funcidén linfocitaria, par-
ticularmente en 1o que a la respuesta de la estimulacidén mitogénica se
refiere (63).

Otra posibilidad que cabria mencionar como factor depresor de
la actividad fagocitica de los MAC, seria la formacidén de inmunocomple-
jos. Complejos inmunes circulantes pueden resultar inmovilizantes para
los FcR al no permitir el desplazamiento de estos receptores en el plano
de la membrana celular (59) impidiendo, por lo tanto, su modulacidn
para el proceso fagocitico (56). La funcidn principal del FcR es la de
participar en la toma y degradacidén de las particulas, mientras que el
C3R promueve la unidén de las particulas e incrementa otras interacciones
fagociticas (44,60). Existen otros receptores en la superficie de 1la
membrana de los MAC que intervienen en el proceso de la fagocitosis
(1,44). E1 bloqueo de estos receptores por medio de inmunocomplejos,
también inhibiria el proceso fagocitico. Es posible que la Ig intervi-
niente en este proceso sea la IgE ya que, por un lado, se la encuentra
en la mayoria de las enfermedades parasitarias (44,88) y, por otro lado,
ha sido descripto (44) que complejos IgE-alergeno producen eritema cu-
taneo, alteracidédn observada en los animales con DG (62). Cabe recordar

que la IgE es una 14 glucoproteina, con fracciones en la B-globulina y
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que presenta la propiedad de unirse por su fraccién Fc a los FcR pre-
sentes en la superficie de mastocitos y de basé6filos, siendo esta unién
de especificidad imperfecta (la IgE de la rata se fija al FcR del hombré)
(20,58,93). Esta Ig actéa promoviendo la degranulacidén de dichas células,
con la consiguiente liberacidén de histamina y de la sustancia de reac-
cién lenta de la anafilaxia (44). Asimismo, la IgE es una proteina ter-
mosensible (44,88), tal como lo demostrdé ser el factor presente en el
SCD (Tabla 6). No obstante, algunos estudios han revelado (41) que los
valores de IgE no son significativamente mayores en animales con DG que
en los controles normales. Por el contrario, existen evidencias que su-
gieren (87) que pueden producirse niveles elevados de IgE como conse-
cuencia de defectos de la inmunidad celular. Resultaria de interés 1la
realizacidén de estudios méas profundos acerca de este aspecto.

Las bacteriemias severas son capaces de producir un bloqueo
de la actividad de 1los MAC'(2,85); esto podria deberse al agotamiento
de las opsoninas séricas (2), a la presencia de polisacaridos en las
capsulas de los microorganismos o bien, a ambos procesos (88). En el
presente trabajo, la presencia de infeccidén bacteriana cuténea no modi-
ficd la intensidad del efecto depresor del SCD. Tal es lo que demuestran
los porcentajes de fagocitosis observados cuando los MAC fueron prein-
cubados con SCD perteneciente a los pacientes con piodermitis profunda
(casos N° 1, N° 3, N° 4, N° 7, N° 8, N° 9 y N° 11) (Tablas 1 y 4),

los que fueron comparables a los resultantes de la preincubacidén de 1los
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MAC con el SCD de los restantes pacientes. No obstante, el mecanismo
sefialado podria agravar ladisfuncién de los MAC en aquellos pacientes
con DG que, a diferencia de los aqui analizados, presentaran signos
clinicos de septicemia.

Existe también la posibilidad de que la disminucibén de la ca-
pacidad fagocitica de los MAC se deba a una deficiencia en la densidad
superficial de determinantes antigénicos pertenecientes al complejo
mayor de histocompatibilidad (3), como sucede con MAC de ratdén ante la
presencia de promastigotes de Leishmania trépica (3). Se sugiere asi,
que los MAC estarian incapacitados, ademds, para estimular una respues-
ta inmune apropiada.

Los MAC son esenciales para el desarrollo de la inmunocompe-
tencia humoral y celular debido a su habilidad para facilitar una va-
riedad de fendmenos inmunolégicos timo-dependientes (8,72). Ademas de
incrementar su capacidad de fagocitosis durante la respuesta inmune se-
cundaria, secretan un amplio rango de moléculas bioldégicamente activas
que intervienen en dicha respuesta, como asi también, participan de 1la
proliferacién de LT y representan el sitio principal del control génico
de la reaccidén inmune (54,72). La presencia de MAC viables es necesaria
para la induccién in vitro de células T especificas, como asi también,
para la induccién de la actividad de dichas células (92). La inhibi-
cién de la proliferacién de LT en un medio sin MAC es restituida ante

el agregado de dichas células (75), si las mismas son provenientes de
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sangre (63), de bazo (23) o de cavidad peritoneal, no asi, si provie-
nen de higado o de pulmén (8). Aparentemente, para que los LT reconoz-
can proteinas antigénicas solubles, los Ag deben ser previamente capta-
dos y procesados por los MAC (73). Para que la sefial antigénica sea de-
tectada exitosamente por los LT, ambas células deben compartir una iden-
tidad génica en alguna porcidn del complejo mayor de histocompatibilidad
(4,74). Dicha identidad se encuentra restringida a la presencia de re-
ceptores Ia en la superficie celular de los MAC (23,89), la cual es re-
conocida por receptores especificos presentes en la superficie de al-
gunas poblaciones de LT (12,21). E1 contacto fisico MAC-LT y la presen-
tacién de Ag por parte de los MAC a los LT, constituyen la primera se-
flal para la induccidén de la proliferaciédn linfocitaria. Asimismo, los
MAC producen un factor soluble (Interleukina I) (31), el que actha di-
rectamente sobre los linfocitos reactivos, constituyendo una segunda
sefial inductora (75). Este factor es reemplazado por el 2-mercaptoetanol
en aquellos cultivos en los que los MAC no se encuentran presentes (75).
Los LT también pueden ser inducidos in vitro por medio de fitomitdgenos,
tales como la concanavalina A (13) y la fitohemaglutinina (PHA) (54,75,
95), inductores de la sintesis de interferén gamma (Interleukina II)
por parte de dichas células (45). Dos son los mecanismos que contribu-
yen a que estas lectinas produzcan la activacién de las células T: 1)
interaccidén directa linfocito-mitdégeno, en presencia del 2-mercaptoeta-

nol en el medio de cultivo y 2) estimulacidén de los linfocitos por
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medio de mitdgenos procesados por los MAC o unidos a su superficie (54).
De ello se desprende que la interaccidén directa células T-mitbégenos,

es eficiente para estimular a los LT. No obstante, la potenciacidn de

la respuesta de las células T, en presencia de MAC, sugiere la existen-
cia de un segundo mecanismo, MAC- dependiente,para la estimulacidén lin-
focitaria. Ambos mecanismos contribuyen a la respuesta linfocitica
total, cuando los LT son estimulados con fitomitdégenos (54). Podria es-
pecularse que los MAC fagocitarian la lectina transforméndola en una
forma mas mitogénica, previo a su transferencia a los linfocitos reacti-
vos, mecanismo este, que ha sido demostrado para Ag especificos (5); o,
alternativamente, podria suponerse que los MAC poseyeran la capacidad

de concentrar a los mitdgenos localmente sobre su superficie, permitien-
do un contacto mads estrecho MAC-mitdégeno-LT. Si se suma el efecto de las
lectinas al de los mediadores solubles derivados de los MAC, se compren-
de el efecto potenciador que tiene la presencia de los MAC enel cultivo
(36).

Existen diversas entidades patoldgicas en las que, al igual
que en la DG, se observa una inmunodepresidén de los animales afectados.
Asi, la toxoplasmosis, en forma similar a la DG, se presenta con frecuen-
cia en animales que padecen neoplasias, enfermedades del tejido conecti-
vo, que reciben terapias citorreductoras (70) o que sufren estados de
inmunodepresién secundarios a otros factores (7). En esta enfermedad,

se produce una disfuncidén de los LT y una incapacidad de montar una
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respuesta inmune, mientras que los linfocitos B mantienen intacta su
funcién (70), tal como sucede en la DG (62). Diversos estudios se han
ocupado del anélisis del efecto inmunosupresor Qel Trypanosoma en ra-
tones infectados, especulandose que los LT supresores, estimulados por
el parédsito, podrian liberar factores con afinidad por los MAC espléni-
cos de ratdén, o bien que MAC y LT supresores o LT colaboradores, podrian
participar, enforma conjunta,de dicha respuesta (71).

Cualquiera fuera el verdadero mecanismo, cuando se preincuba-
ron MAC o linfocitos extraidos de ganglios linfaticos con SCD de anima-
les no tratados, se observdé sélo una escasa respuesta linfoblastica
ante la presencia de PHA (Tabla 9). Dicha respuesta fue incrementandose
cuando se utilizd el suero obtenido a partir de los animales en trata-
miento y luego de su curacidén, momento este, en el que se observd una
blastogénesis similar a la obtenida cuando MAC y linfocitos fueron pre-
incubados con SCN, ante la presencia de PHA.Estos hallazgos,por un lado,
confirmaron los datos consignados en la literatura (40,80) acerca de
la presencia, en los animales con DG, de un factor sérico con efecto
depresor directo sobre los LT, como asi también, que la intensidad de
dicho efecto inhibidor se correlaciona con el nimero de parasitos pre-
sente en la piel de los enfermos y desaparece tras su curacién; por otro
lado, demostraron que el suero de los perros con DG posee ademas, un
factor de accidén depresora directa sobre los MAC, que impide que estos

interactiien en forma efectiva con los LT, y que este efecto disminuye
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durante la remisién del cuadro clinico, hasta desaparecer tras la cura-
cidn.

Contrariamente a lo observado en la mayoria de las enferme-
dades parasitarias (nematodiasis, cestodiasis, filariasis) (77), en los
animales afectados con DG no se observé eosinofilia (Tabla 2), en coin-
cidencia con lo expuesto en otras publicaciones (62). Estudios experi-
mentales con Trichinella spiralis demostraron (77) que la eosinofilia
presente tras la inoculacidén del parasito, era anulada ante la deple-
cién de LT o ante infecciones bacterianas concomitantes. En los anima-
les con la forma pustulosa de la DG, la presencia de un numero normal
de eosinéfilos puede ser interpretada como una consecuencia de la dis-
funcidén de los LT, sumada a la infeccidén bacteriana presente. En el
caso de la forma escamosa de la DG, la explicacidén sbélo residiria en
la inactividad de 1los LT.

En el presente trabajo, se estudiaron pacientes con la forma
generalizada de la demodeccia canina. Resultaria de interés, la realiza-
cién de pruebas similares a las aqui expuestas en las que se utilizara
el suero extraido de animales que padecieran demodeccia localizada (DL).
Asimismo, podrian realizarse en el futuro, determinaciones de la funcidn

de otras poblaciones de MAC, diferentes de las aqui analizadas.
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6. CONCLUSIONES

Hasta hace no muchos afios, la demodeccia canina se interpre-
'

taba como una mera afeccidén parasitaria de la piel. Estudios recientes
(22,42,80) demostraron la participacién de fendémenos inmunoldgicos en
la patogenia de su forma generalizada. Estas evidencias, sumadas a los
hallazgos del presente trabajo, sugieren que la demodeccia generalizada
(DG) deberia ser considerada como la expresidén de desequilibrios méas
profundos. En ella se conjugarian intrincados mecanismos moleculares
en los que se encontrarian relacionados factores séricos, células de la
defensa organica inespecifica y células de la respuesta inmune especi-
fica.

De los datos aqul analizados podemos concluir que, el suero
de los animales con DG (SCD) presentd un efecto depresor sobre la acti-
vidad fagocitica de los macréfagos (MAC) de distintos érganos caninos
normales; que la intensidad de dicho efecto disminuyé a medida que se
redujo el nimero de &caros y de sus formas evolutivas presentes en 1la
piel de los enfermos; y que diCha capacidad inhibitoria desaparecid
tras la eliminacién de los paridsitos de la superficie cuténea. Otra de
las comprobaciones que surgidé a partir de este trabajo se refirié a la
capacidad del SCD de interferir con la normal interaccién MAC-linfoci-
to T (LT), propiedad esta, que desaparecidé tras la curacidén de los en-

fermos. No se advirtieron diferencias entre el comportamiento del SCD

de los animales con DG pustulosa y de aquellos que presentaron la forma
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escamosa de esta afeccidén. El1 factor sérico responsable de las acciones
descriptas, resultd ser termolébil. Las diluciones 1/20 del SCD utili-
zadas por Scott y col. para las pruebas de blastogénesis (80), resul-
taron adecuadas para la realizacidén de los ensayos precedentemente men-
cionados. Asimismo, se confirmaron el efecto depresor del SCD sobre la
blastogénesis de LT y la ausencia de eosinofilia en los pacientes, tal
como se describe en la literatura (40,62,80).

Las pruebas de fagocitosis realizadas en este estudio, permi-
tieron reconocer, en el perro, la existencia de diferencias significa-
tivas de la actividad fagocitica de los MAC para ciertos 6rganos, pu-
diéndose definir en consecuencia, 3 grupos de células fagociticas: el
primero, constituido por los MAC dérmicos, esplénicos y pulmonares, los
que resultaron ser similares entre si; el segundo constituido por los
MAC hepaticos; y el tercero, por los MAC peritoneales. Estos resultados
indican que, para el andlisis de la capacidad fagocitica de los MAC, es
suficiente la seleccidén, en el perro, de un representante de cada uno
de los grupos mencionados.

Como consideracién final, cabe remarcar el papel preponderan-
te de los MAC en la patogenia de esta enfermedad ya que, 1la reduccidén
de la capacidad fagocitica normal, tanto como la incapacidad de inducir
una respuesta inmune especifica, tornaria a aquellos animales afectados,

susceptibles de padecer enfermedades concurrentes que eventualmente,

podrian resultar de curso fatal.
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Si bien hasta aquil se ha analizado la funcién del MAC en una
enfermedad en particular, cabe tomar en cuenta los conceptos enuncia-

dos por Skamene y Gros (83):

"Es probable que los graves defectos en la funcidn
de los macréfagos resulten incompatibles con la vida y, como
consecuencia, se desconozcan aquellas entidades clinicas bien
definidas, caracteristicas de las alteraciones macrofagicas.
Sin embargo, aquellos cambios leves en la respuesta de 1los
macréfagos, tanto genéticamente controlados y modulados por
una variedad de condiciones autoinmunes, metabdlicas, malig-
nas e infecciosas, como asi también, aquellos iatrogénicamen-
te inducidos, son descriptos cada vez con mayor frecuencia,
como una metodologia para el mejor conocimiento de las célu-
las mononucleares fagociticas. Desde el punto de vista prac-
tico, el profesional que se enfrente a un paciente con un
proceso infeccioso, deberad considerar la posibilidad de que
el trastorno subyacente radique en una disfuncidén del macré-
fago, considerando ademis, la realizacidn de un analisis a-
propiado, el que por el momento, es una mera herramienta de
investigacién."
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MAC % de fagocitosis

- G IR D S I MR GEED CEIL GHED IR GIID SIS GEED 4D GIID G EED G G GNP GEE GEP GRS D GND GED G snid SIS TES SN GED GED Gme =

ESPLENICOS 41,5 = 2,4
DERMICOS 43,8 = 3,7
HEPATICOS 48,2 + 4,9
PULMONARES 43,3 + 4,1
PERITONEALES 59,3 + 4,3

Tabla 3.- Capacidad fagocitica de los MAC de distintos Organos
obtenidos de perros normales

Las pruebas de fagocitosis de GRO fueron realizadas luego de
24 horas de incubacién de los MAC con 2 ml de MEM-SCN. De 1las

nmuestras observadas (no menos de 5 experimentos) se consigna

el ES.
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Figura 1.- Fagocitosis de GRO

Flecha vertical: proceso de adherencia de los GRO a los MAC.
Flecha horizontal: proceso de endocitosis de los GRO adheridos.

Coloracién: May-Griinwald Giemsa. (1000 X).
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