CAPITULO 9
Hepatozoon sp. Hepatozoonosis canina

Franca Mastrantonio y Diego Fernando Eiras

Generalidades

Las especies pertenecientes al género Hepatozoon sp. corresponden a parasitos protozoarios
que parasitan las células sanguineas de un hospedador vertebrado. Segun su taxonomia se
ubican dentro del phylum Apicomplexa, clase Conoidasida, subclase Coccidia, familia Hepato-
zoidae. Comprende al menos 340 especies que infectan gran variedad de hospedadores como
mamiferos, aves, reptiles y anfibios (Baneth, 1998; 2011), para los cuales una gran variedad de
invertebrados (garrapatas, mosquitos, pulgas, triatominos, moscas tsetsé y piojos) actuan como
vector especifico (Modry, 2017).

Pocas especies son de importancia médico veterinaria. Actualmente dos especies han sido
encontradas afectando a los caninos: Hepatozoon canis, considerada una especie de baja a
moderada patogenicidad y Hepatozoon americanum, especie altamente patégena.

La especie Hepatozoon canis fue descubierta por primera vez en India en 1904 y nombrada
como “Leucocytozoon” al encontrarse dentro de los leucocitos (Bentley, 1905). Miller (1908) lo
denomind “Hepatozoon” ya que la primer especie descripta, Hepatozoon muris, realizaba parte
de su ciclo biolégico en el higado de las ratas (Smith, 1996). En Argentina, la Hepatozoonosis
canina fue descripta por primera vez por Silva et al. (1999) en un perro de raza Ovejero Aleman
macho de 3 afios de edad. La especie presente es considerada como H. canis debido a un es-
tudio de caracterizacion molecular realizado por Eiras en 2007 (Eiras et al., 2007). Hasta la fecha

no se ha reportado H. americanum en Argentina.

Morfologia

Gamonte

Se observan como estructuras de coloracion clara o celeste, de forma ovalada o elipsoidal,
con extremos redondeados, de un tamafo entre 8 y 12 ym de largo y de 3 a 6 ym de ancho, el

cual comprime el nucleo de la célula hospedadora (Imagen 1) (Martinez, 2017).
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Imagen 1. Gamontes circulantes de H. canis. Frotis sanguineo coloreado. 100X.

Meronte

Se observan como estructuras redondas u ovaladas de 30 um de diametro en diferentes es-
tadios de maduracion. Los micromerontes contienen aproximadamente 20 a 30 micromerozoitos,
dispuestos alrededor de una estructura redonda central, formando una estructura quistica deno-
minada “en rayo de rueda" (Imagen 2). Los macromerontes, en cambio, contienen hasta cuatro

macromerozoitos mas grandes (Baneth, 2011).

Imagen 2. Micromeronte tisular de H. canis en nédulo linfatico canino. 40X.
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Transmision y formas de diseminacion

Es una enfermedad transmitida por garrapatas, se adquiere mediante la ingestion de éstas o
sus partes, infectadas con ooquistes maduros (Smith, 1996). La transferencia salival, por pica-
dura de la garrapata, no ha sido demostrada (Baneth et al., 2003; 2007). Ademas, han sido des-
criptas otras formas de transmision, como la transplacentaria, la cual se demostré por técnicas
moleculares, hallando el parasito en tejidos fetales y liquido amniético (Ewing, 2003; Baneth,
2011; Baneth et al., 2013).

Las garrapatas implicadas en la transmision corresponden al complejo Rhipicephalus sangui-
neus s.I., sin embargo, actualmente se ha notificado a Amblyomma ovale como vector posible-
mente implicado en la transmision (Forlano et al., 2005; Rubini et al., 2008). Esta especie es
considerada un parasito comun en caninos de areas rurales y boscosas del norte argentino (Ba-
neth, 2011; Nava, et al., 2017).

Ciclo biolégico

El ciclo de vida es heteroxeno, compuesto por un hospedador definitivo (garrapata), donde
ocurre la reproduccion sexual con posterior esporogonia y un hospedador intermediario donde
ocurre la reproduccion asexual. La garrapata ingiere sangre infectada con gamontes durante la
picadura, los cuales se liberan de la célula que los contiene en el intestino y se diferencian en
gametas masculinas y femeninas, proceso que se conoce como gametogénesis. La posterior
fertilizacion y formacion del cigoto da lugar al ooquiste, el cual migra hacia el hemocele, lugar
donde ocurre la esporogonia con formacion de esporozoitos infecciosos contenidos dentro de
los esporocistos. El ooquiste es incapaz de migrar a la parte anterior del aparato digestivo (glan-
dulas salivales u otras estructuras alimentarias) y debido a que no hay un mecanismo donde los
esporozoitos formados puedan atravesar los tejidos, el hospedador intermediario debe ingerir al
artrépodo para poder infectarse (Craig, 2001). De ese modo, los esporozoitos infecciosos, se
liberan en el intestino del hospedador y penetran su pared, invaden las células sanguineas y se
diseminan de forma hematdgena o linfatica hacia érganos hemolinfaticos (médula 6sea, bazo,
linfonddulos) u otros érganos internos (principalmente higado, rifiones, pulmones) (Droleskey et
al., 1993). En los tejidos, tiene lugar la merogonia, formando dos tipos de merontes, por division
asexual de merozoitos, los cuales son liberados a la circulacién sanguinea una vez que el me-
ronte ha madurado (Baneth, 2011). Los macromerontes producen merontes secundarios en otros
tejidos, mientras que los micromerontes invaden los neutréfilos y monocitos y en el proceso de
gamontogonia, se transforman en gamontes (Smith, 1996). Una vez en la circulacién sanguinea,
los gamontes estan disponibles para ser ingeridos por la garrapata, completando asi el ciclo, que

concluye en 81 dias (Baneth, 2007) (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo biolégico de la Hepatozoonosis canina

Patogenia y signologia clinica

Actualmente se clasifica a la Hepatozoonosis canina como una enfermedad sistémica, crénica
(Gavazza et al., 2003) y en general subclinica en caninos inmunocompetentes, detectandose en
animales que gozan de buen estado fisico de salud, lo que indica que puede haber portadores
sanos del parasito (Giannelli et al., 2017). El curso de la enfermedad es prolongado y comprende
periodos de remisién y recaidas.

La forma clinica se presenta generalmente en animales menores a los 4-6 meses de edad
(con un sistema inmune inmaduro), gerontes y en condiciones de inmunosupresion (ej.: trata-
mientos con corticoides), o en coinfecciones con otros agentes infecciosos, como por ejemplo,
virus distemper, parvovirus, rickettsias (Ehrlichia canis, Anaplasma platys), u otros parasitos (Ba-
besia vogeli, Dirofilaria immitis, Leishmania infantum-chagasi, Toxoplasma gondii) (Irwin, 2002;
Baneth, 2011).

La signologia es inespecifica y varia de acuerdo al grado de parasitemia presente. Las formas
parasitarias encontradas en los tejidos producen lesién tisular e inflamacion (Baneth, 2008). Co-
munmente se describe fiebre, anemia, depresion y anorexia. En casos graves se describe letargo
severo, caquexia y emaciacion (Elias et al., 1988; Baneth, 1997; 2003).

Asociado a la inflamacion de los musculos extra-oculares se observa descarga ocular muco-
purulenta con disminucion de la produccion lagrimal (Scodellaro, 2015).

Se puede presentar debilidad en miembros posteriores, que puede ir desde hiperestesia mus-

cular hasta paralisis. Bitton et al. (2012), describen un caso clinico de un canino hembra de 5
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meses de edad con dolor al caminar y reacio a la flexion de las articulaciones de las patas trase-
ras. La radiografia mostraba una marcada reaccion peridstica de huesos largos y el frotis san-
guineo; a su vez, un alto porcentaje de neutréfilos parasitados con gamontes de H. canis.

En Argentina Iveli et al. (2015) describieron un caso de poliartritis en un canino macho de 5
meses de edad con decaimiento y dolor generalizado de 24 horas de evolucion ademas de in-
tenso dolor a la palpacién-presion de la region lumbar. En este estudio se encontraron merontes
inmaduros en la capsula articular junto con infiltrado mononuclear en ausencia de lesiones 6seas.
Esta lesion, aunque atipica, se debe tener en cuenta debido a la posible localizacién de los me-

rontes en los diferentes tejidos.

Distribucion geografica

La enfermedad tiene amplia distribucion mundial debido a que su principal vector Rhipicep-
halus sanguineus, la garrapata marrén del perro, se encuentra ampliamente difundida.

En Argentina, la enfermedad se encuentra en expansion, durante mas de veinte afios y hasta
la fecha, se han documentado hallazgos en las Provincias de Cérdoba, Corrientes, Entre Rios,
Chubut, La Pampa, Mendoza, Salta, San Luis, Santa Fe (Martinez, 2017). Es endémica en la

Provincia de Buenos Aires (Scodellaro, 2017).

Diagnéstico
Laboratorio clinico

En el laboratorio clinico, el hemograma muestra anemia normocitica normocrémica arregene-
rativa, el leucograma puede ser normal en parasitemias bajas, o presentar leucocitosis con neu-
trofilia extrema en parasitemias altas. En un trabajo realizado por Vezzani et al. (2017) sobre un
total de 2.328 muestras positivas, los caninos registraron panleucopenia en un 5,4% de los ca-
sos; la anemia estuvo presente en 56,9% (de tipo arregenerativa en un 69,7%). En cuanto al
leucograma el 36,3% de los pacientes presentaron leucocitosis (principalmente neutrofilia con
desplazamiento a la izquierda en un 97,4%) y 7,5% leucopenia. El leucograma inflamatorio es-
taba presente en 74,1%. Un 46,4% presentaron eosinofilia y 17,8% monocitosis.

En cuanto a la bioquimica sanguinea se ha observado principalmente hiperproteinemia con
hipoalbuminemia e hiperglobulinemia pudiendo estar altas las enzimas creatina quinasa (CK) y

fosfatasa alcalina (FAS).
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Alteraciones anatomopatolégicas

Las alteraciones macroscopicas incluyen esplenomegalia y hepatomegalia, con un patron di-
fuso de pequefios focos necroéticos blancos de 1 a 2 mm de diametro. También es posible en-
contrar linfadenomegalia. La neumonia puede ser evidente (Baneth, 2012).

Las lesiones microscopicas incluyen reaccion inflamatoria leve a grave, dependiendo del
caso, como hepatitis, neumonia y glomerulonefritis (Baneth & Weigler 1997; Baneth et al., 2003;
Baneth, 2011).

Diagnéstico parasitario

El diagnéstico directo se realiza observando los gamontes dentro del citoplasma de los
neutréfilos y en menor medida de monocitos sanguineos, a través de la realizacion de frotis
sanguineos (Imagen 3). La principal desventaja de esta técnica es que las formas parasita-
rias no siempre son detectables en sangre, debido a los ciclos de parasitemia intermitente,
0 que su numero es bajo (del 1 al 5% de los neutréfilos estan parasitados) (Baneth et al.,
2003). Un resultado negativo con signologia compatible, podria indicar ausencia de parasi-
temia, baja parasitemia o estado temporal sin parasitemia a pesar de la infeccién del tejido,
no necesariamente ausencia de infeccion, ya que puede haber resultados falsos negativos
(Eiras et al., 2007). Algunos autores indican que la técnica de capa flogistica o buffy-coat
podria tener mayor sensibilidad para el hallazgo de formas parasitarias y debe ser elegida
ante la sospecha clinica (Otranto et al., 2011). El buffy-coat se obtiene a partir de la centri-
fugacién de sangre en tubos de microhematocrito realizando un extendido a partir de la capa
de glébulos blancos. Las tinciones utilizadas son llamadas tinciones de Romanowsky y ge-
neralmente los frotis tefiidos con May Grunwald-Giemsa o Tincion 15 son las mas utilizadas.
Luego de tefiidos deben ser visualizados al microscopio 6ptico con 40x. Sin embargo, debido
a que la carga parasitaria es variable, ambas técnicas podrian no ser efectivas en aquellos

animales que poseen infecciones subclinicas (Modry, 2017).
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Imagen 3. H. canis. Gamontes circulantes junto a monocito activado. Frotis sanguineo coloreado. 100X.

Es posible también el diagndstico directo a través de estudios citolégicos (mediante aspi-
racién con aguja fina o impronta) o histopatolégicos (biopsias o recoleccion post-mortem) de
oérganos hemolinfaticos u otros tejidos, como higado pulmén o rifién. En este caso debemos
observar la presencia de merontes junto con las correspondientes alteraciones anatomopa-
tologicas (Imagen 4).

Imagen 4. H. canis. Macromerontes tisulares en nédulo linfatico canino. 40X.

También es posible aplicar técnicas moleculares como la PCR. Diversos autores han demos-
trado que esta técnica es mucho mas sensible que el examen microscopico (Vojta et al., 2009),
incluso cuando se utilizan ambas técnicas microscépicas combinadas (Otranto et al., 2011), ade-

mas es posible cuantificar la carga parasitaria.
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El diagnéstico indirecto se basa en la deteccion de anticuerpos anti-H. canis a partir de las
técnicas de inmunofluorescencia indirecta (IFl) o ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas

(ELISA). Estos no son utilizados de rutina y se usan generalmente con fines epidemioldgicos.

Tratamiento

La enfermedad esta considerada como una enfermedad parasitolégicamente incurable de-
bido a la imposibilidad de eliminar las formas asexuales que permanecen viables en los tejidos.
Sin embargo, en la mayoria de los casos, es clinicamente tratable (Palomeque, 2019).

Los objetivos basicos de la terapia estan centrados en la eliminacién de la parasitemia mediante
el uso de drogas especificas (Scodellaro, 2017). Se han utilizado diversas drogas con distintos
resultados. En la actualidad el tratamiento mas difundido corresponde a la administraciéon de Tol-
trazuril a dosis de 14 mg/kg por via oral cada 24 horas durante 7 dias consecutivos para luego
realizar el seguimiento mediante control hematoldgico a los 14 o 28 dias de iniciado el tratamiento.
Gavazza et al. (2003) aconseja realizar el examen por frotis sanguineo hasta no encontrar gamon-
tes en dos o tres muestras consecutivas tomadas con dos semanas de diferencia. En caso de
volver a encontrar formas parasitarias en los globulos blancos se debe repetir el tratamiento.

Ademas, se describen protocolos combinados de Toltrazuril durante 7 dias y sulfadimetoxina
durante 15 dias (lveli et al., 2015). Ya no se aconseja el tratamiento con dipropionato de imi-
docarb o doxiciclina.

Profilaxis

En pequefios animales se debe reducir el riesgo de contacto e infestacion limitando el acceso
a zonas con una alta densidad de garrapatas o en épocas del afio donde se sabe que la actividad
de la garrapata es mas alta (Mikunda et al., 2017). Ademas, se debe realizar el control de ecto-
parasitos mediante la inspeccion regular de la piel y el pelaje, sumado a un uso correcto de

farmacos ixodicidas, complementado con el correspondiente control ambiental.

Importancia en salud publica

Si bien la enfermedad no es considerada zoonosis, mundialmente hay estudios referidos al
tema. Se han publicado dos casos de hepatozoonosis humana, uno en Rusia (Wei et al., 2016)
y el segundo de ellos en Filipinas (Craig, 2001). Sin embargo “(...) es poco probable que consti-

tuya un patégeno significativo para las personas inmunocompetentes” (Baneth, 2008).

Otras especies de Hepatozoon de importancia veterinaria
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Hepatozoon americanum

Esta especie se informé por primera vez en 1978, sospechado como cepa particularmente
virulenta de H. canis (Mathew et al., 2000), denominandose en un principio como “cepa Texas”
de H. canis. Fue Vincent-Johnson en 1997 quien lo describié como una nueva especie (Mathew
et al., 1998).

Es transmitida por Amblyomma maculatum. Ademas, se ha documentado otra forma de tras-
mision a partir de la ingestion de hospedadores paraténicos (roedores), quienes hospedan quis-
tes tisulares en la musculatura (Little et al., 2009).

Se encuentra solo en el sureste de los Estados Unidos debido a la distribucion del vector
involucrado. Esta especie no se encuentra actualmente en Argentina.

Esta caracterizada como una enfermedad debilitante y mortal, ya que los 6rganos blanco
son el tejido muscular esquelético y cardiaco, donde se depositan capas concéntricas de
material mucopolisacarido para formar una estructura quistica de 250-500 ym de diametro
denominada "piel de cebolla” (Baneth et al., 2003). La activacién de quistes latentes y su
posterior ruptura ocasiona altas y bajas en el curso de la enfermedad y la aparicion de reci-
divas luego del tratamiento.

La enfermedad se caracteriza por fiebre, caquexia, depresion, grados variables de dolor mus-
cular inducido por miositis y atrofia muscular generalizada. Puede afectar también la médula
espinal, los huesos (dolor 6seo inducido por reaccion peridstica estimulada por la miositis adya-
cente) y las articulaciones, viéndose dificultada la marcha (Harmelin et al., 1992). Se observan
como trastornos motores rigidez, debilidad generalizada, paresia, ataxia de patas traseras e in-
capacidad de incorporarse.

El laboratorio clinico muestra una anemia normocitica normocrémica regenerativa, leucocito-
sis desde 20.000-200.000 cel/ul con neutrofilia con desvio a la izquierda e hipoalbuminemia. Para
su diagndstico es necesaria una biopsia muscular mediante la observacion histopatolégica del
parasito formando quistes. Esto es debido a la baja parasitemia (menor al 0,1% de los neutrdéfilos
se encuentran parasitados) que se presenta durante la enfermedad clinica, por lo que el frotis de
sangre entera no representaria una prueba fiable debido a su baja sensibilidad (Baneth et al.,
2003; Modry, 2017).

Hepatozoonosis en felinos

En felinos se han reportado las especies H. felis y H. silvestris ademas de infecciones produ-
cidas por H. canis (Gianelli et al., 2017). La enfermedad es principalmente de presentacion sub-
clinica y se estima que podria estar asociado a co-infecciones con el virus de la leucemia felina,

virus de la inmunodeficiencia felina y leishmaniasis.
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Reino Protista
Clado o Superphylum Alveolata
Phylum Apicomplexa
Clase Aconoidasida
Orden Haemosporida
Familia Plasmodiidae
Género Plasmodium
Familia Haemoproteidae
Género Haemoproteus
Familia Leucocytozoidae
Género Leucocytozoon
Orden Piroplasmida
Familia Babesiidae
Género Babesia
Familia Theileriidae
Género Rangelia

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS | UNLP

112





