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Clasificacion

Phylum: Apicomplexa
Clase: Conoidasida
Subclase: Coccidiasina
Orden: Eucoccidiorida

Familia: Hepatozoidae

La hepatozoonosis canina es una enfermedad parasitaria sistémica transmitida por garrapa-
tas y producida por protozoarios del género Hepatozoon. En los perros domésticos se describen
habitualmente dos especies: Hepatozoon canis, reportada en regiones tropicales, subtropicales
y templadas a nivel mundial y H. americanum descripta en el sur de Norteamérica'* (O’'Dwyer et
al., 2011). En Argentina, los primeros hallazgos de H. canis se encuentran hacia fines de la dé-
cada de 1990 y hasta el momento no se ha reportado la presencia de otra especie en caninos
domeésticos (Eiras et al., 2007). En el presente capitulo se realiza una revision de la hepatozoo-

nosis canina producida por H. canis.

Morfologia

En el perro, las formas parasitarias circulantes se denominan gamontes y se reconocen en los

extendidos sanguineos tefiidos con coloraciones habituales para sangre (e.g. May Grunwald-

4 En 1997, se reconocio a H. americanum como especie diferente y responsable de la hepatozoonosis canina americana,
una severa enfermedad musculoesquelética debilitante en la que el vector involucrado es Amblyomma maculatum (Vin-
cent-Johnson et al., 1997). A diferencia de H. canis, se encuentran formas tisulares en el musculo esquelético y la para-
sitemia suele ser escasa (menos del 0,1 % de los leucocitos) (Baneth, 2011). En Sudamérica se han reportado algunos
hallazgos de genotipos filogenéticamente emparentados con H. americanum en caninos silvestres y domésticos (Criado-
Fornelio et al., 2006; Gomes et al., 2016; Millan et al., 2019).
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Giemsa). Se describen como cuerpos ovales de 11 ym x 5 ym ubicados en el citoplasma de los
neutrdfilos y monocitos sanguineos comprimiendo el nucleo celular y desplazandolo hacia la peri-
feria (James, 1905; Waner et al., 1994: Baneth et al., 2003; Eljadar et al., 2013). En ocasiones

pueden observarse dos gamontes en una misma célula, la capsula sola sin el gamonte y la coin-

feccién de gamontes y mérulas de Ehrlichia canis en la misma célula (Baneth et al., 2015) (Fig. 1).

Figura 1. Gamontes de Hepatozoon canis en extendidos sanguineos coloreados (Objetivo 100 X). (A y B)
Gamontes intraleucocitarios. (C) Se observan 2 gamontes en una misma célula. (D) Se observa solo la
capsula del gamonte. (E) Se aprecia una elevada parasitemia. (F) La célula se encuentra co-infectada con
una morula de Ehrlichia canis.

Los merontes tisulares son estructuras redondeadas o ligeramente ovales de aproximada-
mente 30 um de diametro que se encuentran en los érganos hemolinfaticos del mismo hospeda-
dor. Pueden hallarse dos tipos diferentes de merontes, los que contienen de 20 a 30 microme-
rozoitos dispuestos alrededor de una estructura central formando la imagen tipica en rayo de
rueda, denominados micromerontes y los que contienen hasta 4 macromerozoitos de mayor
tamafio, llamados macromerontes (Fig. 2). Ambos tipos de merontes coexisten en el mismo
animal y no representan estrictamente diferentes momentos evolutivos de la infeccion. Pueden
observarse en biopsias o cortes histopatoldgicos de los 6rganos afectados tefiidos con hemato-
xilina y eosina. Es posible la observacién de merontes en distintos grados de maduracién o evo-
lucién a partir de extendidos de parénquima medular tefiidos con May Griinwald-Giemsa y toma-
dos mediante aspiracion de médula 6sea (Baneth et al., 2007) (Fig. 3).

Fueron descriptos quistes monozoicos presentes en los tejidos de los perros infectados
tanto dentro como fuera de las células. Poseen forma ovalada de alrededor de 20 pm de diame-
tro, conteniendo un solo zoito en su interior. Se ha propuesto una relacion entre estos quistes

con el mecanismo de transmision predador-presa de cierta relevancia epidemioldgica en otras

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS Y FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y MUSEO | UNLP 163



PROTOZOOS PARASITOS DE IMPORTANCIA SANITARIA —J. M. UNZAGA Y M. L. ZONTA (COORDINADORES)

especies de Hepatozoon. Se desconoce si son analogos a los quistes musculares descriptos en
H. americanum (O’'Dwyer et al., 2004; Baneth et al., 2007).

Figura 2. Merontes de Hepatozoon canis en corte histopatoldgico de linfonédulo hepatico (Objetivo 100 X).
(A y B) Macromerontes. (C, D, E y F) Micromerontes.

Figura 3. Merontes de Hepatozoon canis en extendidos de médula ésea coloreados (Objetivo 100 X). (A)
Meronte temprano. (By C) Merontes en desarrollo.

Los ooquistes maduros o esporocistos libres pueden ser observados en preparaciones
frescas obtenidas del liquido hemocelomatico de las garrapatas. Pueden encontrarse uno o
varios ooquistes por garrapata infectada, miden 200 a 300 um y estan formados por alrededor
de 50 hasta mas de 100 esporocistos que contienen a su vez 7 a 8 esporozoitos cada uno
(Baneth et al., 2007).
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Ciclo biolégico

En el ciclo de H. canis intervienen los caninos como hospedadores intermediarios y las garra-
patas de la especie Rhipicephalus sanguineus’, como hospedadores definitivos (Fig. 4). En el
perro se desarrolla la etapa de reproduccién asexual denominada merogonia, mientras que en
la garrapata sucede la etapa de reproduccion sexual o gametogonia y la posterior formacion de
ooquistes esporulados (maduros) o esporogonia.

Los perros se infectan por la ingestion de garrapatas durante el rascado o aseo del pelaje,
incorporando de esta manera los ooquistes maduros, que son las formas infectantes alojadas en
la cavidad celomatica o hemocele (Christophers, 1912; Smith, 1996). También ha sido descripta
la via de transmision transplacentaria, de menor importancia epidemiologica (Murata et al., 1993).
Una vez en la luz del intestino del perro, se produce la liberacién de los esporocistos y esporo-
zoitos. Estos ultimos atraviesan la pared intestinal diseminandose por via hematdgena o linfatica
e invadiendo multiples células y tejidos. Los 6rganos mas afectados son el bazo, médula ésea,
nodulos linfaticos, higado, rifiones y pulmoén (O’Dwyer, 2011). En estos sitios se desarrolla la
merogonia cuyo resultado es la aparicion de los dos tipos de merontes mencionados previa-
mente. Los macromerontes liberan unos pocos macromerozoitos. Los micromerontes producen
muchos micromerozoitos. En ambos casos los merozoitos liberados invaden nuevas células y
desarrollan mas merontes. Luego de varias generaciones asexuales, los micromerozoitos inva-
den el citoplasma de neutrdéfilos y monocitos formando gamontes circulantes, proceso que se
conoce como gamontogonia. Los primeros gamontes aparecen en la sangre 28 a 43 dias post-
infeccién (Baneth et al., 2007).

El ciclo contintia cuando las garrapatas ingieren sangre infectada de un perro parasitémico.
Los gamontes se liberan de la célula hospedadora en el intestino de la garrapata para transfor-
marse en gametas (gametogénesis). Las gametas se fecundan mediante un particular proceso
de alineamiento denominado sicigia. Los ooquistes formados luego de la fusion de las gametas
penetran la pared del intestino e inician la esporogonia en el hemocele (Baneth et al., 2007). En
esta localizacion se forman los ooquistes maduros y se mantienen sin migrar a otras localizacio-
nes como las glandulas salivares o los ovarios del artrépodo, permaneciendo infectantes hasta
ser ingeridos por un hospedador adecuado (Christophers, 1912). De esta manera se completa el
ciclo del parasito con una duracion total de unos 80 dias, dependiendo en gran parte de la dura-
cion del ciclo de los hospedadores definitivos. Las garrapatas se infectan generalmente en es-
tado de ninfa y transmiten la infeccion como adultos'® luego de mudar en el suelo, lo que se

conoce como transmision transestadial (Christophers, 1912; Baneth et al., 2007; O'Dwyer et al.,

'® Se demostrado que Amblyomma ovale es un vector potencial de la infeccion (Forlano et al., 2005; Rubini et al., 2009).
También fue reportada la presencia de ooquistes de H. canis en Rhipicephalus microplus, sugiriendo que podria jugar
algun rol en la transmision en algunas zonas (de Miranda et al., 2011).

6 En A. ovale se ha observado que solo los adultos llevan a cabo la transmision de H. canis de manera intraestadial
(Rubini et al., 2009).
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2011). Mas recientemente, se ha demostrado que en R. sanguineus existe también la transmisién
transestadial de la larva a la ninfa, ya que las ninfas desarrollan ooquistes maduros cuando se

infectan siendo larvas y que no se produce transmision transovarica (Giannelli et al., 2013).
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Figura 4. Ciclo de vida de Hepatozoon canis.

Patogenicidad, sintomatologia y tratamiento

La hepatozoonosis canina por H. canis es una enfermedad sistémica, crénica y en general
subclinica en caninos inmunocompetentes, indicando la presencia de perros infectados asinto-
maticos con capacidad infectante (Baneth & Weigler, 1997; Mundim et al., 2008; Otranto et al.,
2011). El desarrollo de hepatozoonosis clinica, asi como el prondstico, dependera del nivel de
parasitemia que indica de manera indirecta la tasa de multiplicacion de las formas asexuales
(merontes) en los tejidos. Una parasitemia elevada (>800 gamontes/ul) se encuentra general-
mente asociada con cuadros clinicos mas severos. Las parasitemias bajas (<100 gamontes/ul)
cursan normalmente con manifestaciones clinicas escasas o inaparentes (Baneth & Weigler,
1997; Vezzani et al., 2017). La edad y la presencia de enfermedades concomitantes, asi como
el estado inmune del animal, también son importantes para el desarrollo de hepatozoonosis cli-
nica. Los animales de menos de 4-6 meses de edad o gerontes, terapias inmunosupresoras y la
presencia de otras patologias favorecen la aparicion de la enfermedad clinica. Es posible encon-
trar asociacion con otros agentes infecciosos como Toxoplasma gondii, Babesia spp., Leishma-
nia spp., Ehrlichia spp., Dirofilaria immitis, Parvovirus canino y Distemper canino (Baneth et al.,
1997; Gondim et al.,1998; Gavazza et al., 2003; Vezzani et al., 2017).

La multiplicacién activa de los merontes tisulares induce la ruptura de células y los nuevos

merozoitos liberados invaden otras células produciendo una marcada reaccion inflamatoria en
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los diferentes 6rganos afectados. Los merozoitos también se diferencian a gamontes circulantes,
elevando la parasitemia. El nivel de actividad merogénica tisular explica la mayoria de las lesio-
nes y signos ademas de la mayor o menor concentracion de formas parasitarias en la sangre
(Baneth et al., 2003; Baneth et al., 2007). El curso de la enfermedad es usualmente prolongado,
con periodos de remisién aparente y posteriores recaidas (Vignau et al., 2005; Eiras et al., 2007).

Las manifestaciones clinicas mas frecuentes son fiebre, depresion, debilidad, anorexia, pér-
dida de peso, linfadenomegalia, esplenomegalia, palidez de las mucosas, descarga nasal y ocu-
lar mucopurulenta, dolor a la palpacién muscular, postracion y diarrea (Gavazza et al., 2003;
Voyvoda et al., 2004; Mundim et al., 2008; Gomes et al., 2010; Chhabra et al., 2013).

Puede verse afectado también el aparato locomotor, principalmente debido a periostitis con
diversos grados de claudicacion. Mas raramente puede aparecer poliartritis (Marchetti et al.,
2009; Bitton et al., 2012). En Argentina se ha reportado un caso de poliartritis en un perro, con
merontes en las membranas articulares junto a un infiltrado mononuclear y con ausencia de le-
siones Oseas. En este caso el animal presentaba dolor muy marcado en del hombro, codo, rodilla
y cadera (lveli et al., 2015).

La hepatozoonosis es considerada una enfermedad parasitolégicamente incurable, pero en
la mayoria de los casos, tratable desde el punto de vista clinico (Vignau et al., 2005; Baneth,
2011). El tratamiento debe centrarse en 3 objetivos: 1) erradicar de manera efectiva las garra-
patas del paciente infectado; Il) prevenir o controlar la sintomatologia y Ill) mantener al animal
sin parasitemia. No existe hasta el momento un protocolo de tratamiento efectivo para eliminar
la infeccion. Desde hace muchos afios se han utilizado con respuestas muy variadas, diversas
drogas como dipropionato de imidocarb y toltrazuril, asi como también antibidticos que poseen
cierto efecto coccidicida como doxiciclina, clindamicina, trimetoprima-sulfonamidas, asi como
también la utilizacion de terapias combinadas con estos compuestos. Si bien los tratamientos
no logran la destruccion total del parasito en los tejidos, muchas veces se alcanza la remisién
clinica y reduccion o eliminacion de la parasitemia (Baneth, 2011; Eiras & Scodellaro, 2012;
Guendulain et al., 2017). Los perros que remiten clinicamente y consiguen eliminar la parasi-
temia, deben ser reevaluados hematolégicamente durante toda la estacidon de garrapatas o
bien cuando se observen recaidas clinicas debido a la propia biologia del paréasito y la baja
eficacia para su completa eliminacién con los tratamientos conocidos hasta el momento. La
terapia debe tener en cuenta el tratamiento sintomatico y las posibles infecciones con otros
agentes patdgenos transmitidos por la misma especie de garrapata (Eiras et al., 2007; Eiras &
Scodellaro, 2012; Vezzani et al., 2017).

Epidemiologia

El parasito se encuentra distribuido mundialmente y en mayor medida en regiones tropicales,
lo que concuerda con la distribucidn del vector. La bibliografia menciona prevalencias muy varia-

das dependiendo de la regién geografica y de la técnica de diagnéstico utilizada (Baneth, 2011).
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En Argentina, la enfermedad fue descrita por primera vez en 1998 (Silva et al., 1999) y la
caracterizacion molecular fue realizada en 2007 (Eiras et al., 2007). Durante mas de veinte afios
se han documentado hallazgos en las provincias de Buenos Aires, Salta, Mendoza, Santa Fe,
San Luis, Entre Rios, Cérdoba, Corrientes, La Pampa, Chubut, Chaco, La Rioja y Tucuman
(Silva, 1999; Alonso et al., 2009; Aubert et al., 2011; Linares et al., 2011; Ruiz et al., 2011; Varisco
et al., 2013; Adagio et al., 2014; Bazzalo & Pertile, 2014; Van Muylem, 2014; Vidal et al., 2015;
Brunel & Cainzos, 2018; Castillo et al., 2020; Ittermann & Ruiz, 2020).

Los estudios epidemiolégicos realizados en el pais revelan que la hepatozoonosis canina es
endémica, con una prevalencia general de 2,3% y una tendencia creciente en el area metropoli-
tana de Buenos Aires (Vezzani et al., 2017). Durante los meses calidos del afio, la parasitemia
se incrementa junto a la presencia de garrapatas y el numero de casos clinicos. La infeccion es
mas prevalente en cachorros, machos y perros mestizos (Gavazza et al., 2003; Mundim et al.,
2008; Scodellaro, 2015; Vezzani et al., 2017).

Diagndstico y observacion

El antecedente de la presencia de garrapatas junto a las manifestaciones clinicas como fiebre
persistente, debilidad, pérdida de peso y convivencia con animales infectados son motivos para
evaluar la presencia de hepatozoonosis y otras enfermedades de transmisién vectorial.

La principal herramienta diagnéstica y de seguimiento del paciente es el hemograma. El ha-
llazgo mas frecuente es la anemia normocitica y normocrémica no regenerativa junto a un leu-
cograma inflamatorio (generalmente leucocitosis neutrofilica con desvio a la izquierda). En algu-
nas ocasiones el recuento total de leucocitos esta dentro de los valores de referencia, pero puede
observarse neutrofilia, con o sin desvio a la izquierda y en ocasiones desvio a la izquierda sin
neutrofilia. La leucopenia puede observarse en unos pocos pacientes. En algunos casos puede
haber monocitosis y/o eosinofilia y trombocitopenia. Los hallazgos bioquimicos se caracterizan
generalmente por hiperproteinemia con hiperglobulinemia e hipoalbuminemia. Las anormalida-
des hematoldgicas estan en relacion con la parasitemia del paciente (Gavazza et al., 2003; Mun-
dim et al., 2008; Chhabra et al., 2013; Vezzani et al., 2017).

En el diagndstico anatomopatologico se pueden observar alteraciones macroscépicas como
esplenomegalia y linfadenomegalia. Las lesiones microscépicas, a su vez, incluyen infiltracion
celular junto con destruccion tisular dando como resultado hepatitis, neumonia y glomerulonefritis
(Baneth & Weigler, 1997; Baneth et al., 2003; Baneth, 2011).

La radiografia como método complementario se utiliza en casos de claudicacion a fin de eva-
luar las alteraciones éseas debido a proliferacion peridstica, sobre todo en las extremidades pos-
teriores (Murata et al., 1991; Baneth & Weigler, 1997; Marchetti et al., 2009).

El diagnostico parasitoldgico directo se realiza mediante microscopia éptica, donde se obser-

van gamontes intracitoplasmaticos dentro de los neutréfilos y monocitos. A partir de una muestra
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de sangre con anticoagulante EDTA se realizan extendidos finos que se dejan secar y se colo-
rean con tinciones de rutina como May Grunwald-Giemsa o Diff-Quik (Fig. 1). Es recomendable
utilizar sangre sin anticoagulante si se va a realizar el extendido en el momento de la extraccion.
Un resultado negativo a la observacion microscopica con signologia compatible puede deberse
a que las formas parasitarias no siempre son detectables en la sangre debido a parasitemia muy
baja o a la misma fluctuaciéon de la parasitemia en los perros infectados (Baneth et al., 2003;
Eiras et al., 2007). Se ha descripto el aumento de la sensibilidad diagnéstica mediante la realiza-
cion de frotis coloreados de capa leucocitaria (buffy coat) obtenida luego de la centrifugacion del
tubo microhematocito (Otranto et al., 2011).

En la citologia de médula 6sea es posible la deteccién de gamontes y merontes en diferen-
tes estados de formacion y podria ser de utilidad en los casos donde la microscopia sanguinea
resulta negativa (Fig. 3). Se ha descripto también el diagnéstico accidental a través de la cito-
logia o histopatologia de muestras evaluadas por otras causas donde se observan gamontes
que provienen de la sangre o merontes en los cortes histopatoldgicos (Baneth et al., 2007; Ruiz
et al., 2013).

Las técnicas moleculares como la amplificacion del gen 18S de ARNr mediante Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) realizadas a partir de sangre o médula 6sea son de utilidad en
el diagndstico individual o en estudios epidemiolégicos debido a su alta sensibilidad, permitiendo
detectar a los animales con muy baja o nula parasitemia. Mediante la secuenciacion del amplifi-
cado obtenido por PCR, es posible la comparacion con otras secuencias en el GenBank para
estudios de identidad y caracterizacién molecular mediante analisis filogenético (Karagenc et al.,
2006; Otranto et al., 2011; Modry, 2017).

Para el diagndstico seroldgico, se han utilizado técnicas de inmunofluorescencia indirecta (IFI)
0 ensayo por inmunoadsorcién ligado a enzimas (ELISA). Esta Gltima detecta anticuerpos reac-
tivos contra antigenos solubles de los gamontes de H. canis con una sensibilidad del 86% y una
especificidad del 97% (Baneth et al., 1998; Gonen et al., 2004). La seroconversion se detecta
entre la primera y la cuarta semana post-infeccion y los anticuerpos permanecen detectables
durante varios meses. Si bien los estudios en algunas regiones pueden arrojar resultados con
alta tasa de seropositividad en la poblacién canina, la serologia se utiliza actualmente como he-
rramienta epidemioldgica y no para el diagnéstico de hepatozoonosis en el paciente individual
(Eiras et al., 2011).
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