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RESUMEN

La investigacion se realizd en el distrito de Trujillo, en 40 Canis
familiaris con ehrlichiosis canina adultos de diferente raza y sexo
diagnosticados mediante el test de ELISA, tratados con doxiciclina oral a
dosis de 10mg/kg/dia por un periodo de 14 dias los cuales fueron divididos
aleatoriamente en dos grupos de 20 pacientes en el cual a uno se le
coadministrd &cido tioctico via oral a dosis de 25mg/kg/dia durante 14 dias,
con la finalidad de evaluar el efecto hepatoprotector del acido tioctico
mediante la monitorizacion de las enzimas hepaticas alanin amino
transferasa (ALT) y aspartato amino transferasa (AST), a los dias 0,7 y 14.
Las transaminasas de los pacientes del grupo tratado con doxiciclina y
acido tioctico mostraron una disminucion con una diferencia significativa
desde el dia 7 hasta el final del tratamiento, sin embargo el grupo tratado
con doxiciclina no mostro diferencia estadistica hasta el final del
tratamiento. La disminucion de las transaminasas hepaticas observada en
el grupo doxiciclina/acido tioctico demuestra el efecto hepatoprotector del

acido tioctico en perros con ehrlichiosis canina tratados con doxiciclina.



ABSTRACT

The research was conducted in the district of Trujillo in 40 Canis
familiaris with canine ehrlichiosis adults of different race and sex diagnosed
by the Elisa test, treated with oral doxycycline at a dose of 10mg / kg / day
for a period of 14 days which Were randomly divided into two groups of 20
patients in which one was coadministered with oral thioctic acid at a dose
of 25mg / kg / day for 14 days in order to evaluate the hepatoprotective
effect of thioctic acid by monitoring the enzymes Hepatic alanine amino
transferase (ALT) and aspartate amino transferase (AST) at days 0.7 and
14. The transaminases of the patients treated with doxycycline and thioctic
acid showed a decrease with a significant difference from day 7 until the
end of treatment, however, the doxycycline group did not show statistical
difference until the end of the treatment. The decrease in hepatic
transaminases observed in the doxycycline / thioctic acid group
demonstrates the hepatoprotective effect of thioctic acid in dogs with canine

ehrlichiosis treated with doxycycline.



I. INTRODUCCION

Las infecciones bacterianas intracelulares obligadas tienen gran
importancia dentro del grupo de las enfermedades clinicas de pequefios
animales, encontrdndose dentro de éstas la ehrlichiosis canina;
considerandose como una infeccién altamente prevalente, facilmente
transmisible y dificil de controlar. Los signos clinicos son inespecificos, pero
anormalidades de laboratorio son frecuentes, especialmente los cambios

en la hematologia y la bioquimica sérica (De Padua y otros, 2015).

La ehrlichiosis canina es una de las diversas enfermedades que
han surgido como producto del importante crecimiento de la poblacion
canina, induciendo a los médicos veterinarios a estudiar y conocer esta
enfermedad, implementando los métodos de diagnostico que permitan
obtener resultados confiables que conduzcan al éxito clinico en su

resolucion (Chavera y otros, 1982).

El agente etiologico es Ehrlichia canis (E. canis), bacteria gram
negativa, que es transmitida por picadura de la garrapata parda del perro

Rhipicephalus sanguineus (Mc Bride y otros, 2004).

El diagnéstico clinico de esta enfermedad, es sumamente
importante, el mismo que incluye la anamnesis; las manifestaciones
clinicas, sintomas y signos clinicos de los pacientes sospechosos. Los
medios auxiliares mas usados para el diagnostico definitivo incluyen los
examenes de laboratorio, considerandose principalmente al hemograma
completo, la bioquimica hepatica, el uroandlisis y pruebas inmunoldgicas

gue incluyen la inmunocromatografia (Wen y otros, 1996).



Pocos profesionales se apoyan en los hallazgos o alteraciones
organicas producidas por esta enfermedad, las mismas que se pueden
evidenciar mediante la ecografia abdominal, que muestra principalmente
alteraciones como la esplenomegalia y hepatomegalia, que han sido
referidas por diversos autores (Sodikoff, 2001; Greene, 2007; Lockett y
otros, 2009).

Por lo anteriormente mencionado, es importante tener en cuenta
gue la ehrlichiosis canina es una infeccion cronica enzootica que tiene uno
de sus blancos al higado, adicionalmente la terapia de primera eleccion con
doxiciclina se concentra y tiene metabolismo hepatico, hecho que producen
lesion de éste 6rgano; todos éstos motivos han impulsado a evaluar el
efecto hepatoprotector del acido tiéctico durante el tratamiento de la
ehrlichiosis canina con doxiciclina, mediante la monitorizacion de las

enzimas hepaticas ALT y AST semanal durante 14 dias.



II. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Ehrlichiosis: historiay distribucién geografica

Donatien y Lestoquard (1935), citado por Almosny (1998), describio
por primera vez la ehrlichiosis canina en perrera de Argelia. Desde
entonces algunas descripciones y hallazgos se reportaron en perros de
Africa (Hildebrant y otros, 1972).

En 1945, se cambi6 el nombre de microorganismo a E. canis en
homenaje a Paul Ehrlich. Posteriormente, fue reconocido en 1957 en
Aruba, en la region de las Antillas Holandesas, asociada con Babesia canis
y descrito en Oklahoma, EE.UU. (Mc Dade, 1990).

La enfermedad fue descrita en todos los continentes (Waner y
otros, 1996) y la ehrlichiosis canina ha sido reconocida en ehrlichiosis

monocitica canina (Harrus y otros, 1997)

De acuerdo con varios autores (De Morais y otros, 2004), los
reportes de la enfermedad en Brasil consideran a la ehrlichiosis como
enzootica, segun estimaciones y los datos recientemente obtenidos. De
Morais y otros (2004), estimaron la prevalencia de ehrlichiosis canina en
aproximadamente el 20% en varios estados como Parana, Bahia, Rio de
Janeiro, Santa Catarina, Sao Paulo, Rio Grande do Sul, Minas Gerais,
Ceard, Alagoas, Pernambuco, Mato Grosso do Sul y el Distrito Federal. En
un estudio retrospectivo realizado por Bulla y otros (2004), en Sao Paulo
con 246 muestras, se encontrd que 30.9% de las muestras tenian presencia
de E. canis; considerdndose como una enfermedad enzodtica en la ciudad
de Botucatu, ya que las condiciones climaticas han favorecido la

propagacion de la garrapata R. sanguineus.



La incidencia de la ehrlichiosis es mayor en el verano (Keysary y
otros, 2001 y Harrus y otros, 1997). Asi mismo, Keefe y otros. (1982),
mencionan que el estrés por calor aumenta la probabilidad de la aparicién
de enfermedades como la anaplasmosis y la ehrlichiosis.

2.2 Diagna@stico de la ehrlichiosis

El diagndstico de la ehrlichiosis canina suele establecerse
basandose en una combinacion de signos clinicos, anormalidades
hematolégicas, trombocitopatias, alteraciones bioguimicas hematicas y

datos seroldgicos (Greene, 2007).

2.2.1. Diagnostico clinico

La infeccidn por E. canis puede causar un amplia gamma de signos
clinicos, que varian incluso dentro y entre distintas localidades geograficas,
esto depende tanto de la dosis infectante, raza del perro infectado, el
estado inmunologico al momento de la infeccibn, como de otras

enfermedades concomitantes (Sainz y otros, 2000).

2.2.1.1 Signos clinicos en fase aguda

La sintomatologia durante la fase aguda de la enfermedad variara
desde la depresion, anorexia y fiebre a la pérdida sérica de la condicion,
secrecion oculonasal, disnea, linfadenopatia y edema de las extremidades
y escroto. A pesar de la trombocitopenia moderada a intensa, rara vez se
observan las hemorragias. Pueden ocurrir una variedad de signos del SNC,
incluyendo hiperestesia, espasmos musculares y deficiencia de pares
craneanos. En ocasiones los pacientes pueden presentar cojera con
marcha rigida secundaria a poliartropatia. La enfermedad articular puede
ocurrir por hemartrosis o depdsitos de complejos inmunitarios con la

consiguiente artritis y derrame neutrofilico en la articulacion (Greene, 2007).



Los signos oculares, pueden mostrar cambios en el color o aspecto
de los ojos y presentar ceguera, los datos mas comunes son uveitis anterior

y afeccidn de la retina (Greene, 2007).

2.2.1.2 Signos clinicos en fase subclinica

Los signos de fase aguda suelen desaparecer sin tratamiento
dentro de una a 4 semanas dando lugar a la fase subclinica. Los perros
inmunocompetentes tienden a eliminar el agente en la etapa aguda, en
caso de no eliminarlo, la enfermedad progresa a una fase cronica. No se
conocen muy bien los mecanismos o factores que transforman infecciones

subclinicas en un estado cronico (Greene, 2007).

2.2.1.3 Signos clinicos en fase crdnica

La forma crénica se caracteriza por pérdida progresiva de peso,
anorexia, mucosas palidas, hemorragias de retina, mucosas y piel. La
epistaxis se observa hasta en un 50% de los casos en esta fase y es
considerada como distintivo de la enfermedad. También puede observarse
signos neurolégicos consistentes con meningoencefalitis (Harrus y otros,
1997).

2.2.2 Diagnostico de laboratorio.

La evaluacion serolégica para ehrlichiosis se indica para perros que
viven en areas endémicas y con presencia de garrapatas del genero
Rhipicephalus, con presencia de signos clinicos, para lo cual en la
actualidad hay diversas formas, donde se incluyen los frotices sanguineos
periféricos, la inmunocromatografia y las pruebas de ELISA, estas ultimas
han ganado popularidad debido a su alta especificidad y sensibilidad para

detectar animales en diferentes fases de la enfermedad, actualmente son



las pruebas gold standart para el diagndstico de la enfermedad (Lappin y
Turnwald, 2004).

El diagnéstico de infeccion por E. canis puede establecerse
mediante hallazgos de moérulas en células mononucleares, cultivos o
mediante PCR, asi mismo las especies de E. canis pueden aislarse de
cultivos tisulares, de sangre canina heparinizada infectada o de muestras
de aspirados de medula Gsea, pero el cultivo tiene disponibilidad limitada,
es costoso y tiene baja rentabilidad diagnostica. La ehrlichiosis produce
infecciones multisistémicas, afectando principalmente al tejido sanguineo,
secundariamente a 6rganos hematopoyéticos como el bazoy el higado, asi
mismo presenta afectaciones renales (Lappin y Turnwald, 2004; Lewis,
2012).

Los anticuerpos circulantes se detectan en suero mediante IFA; no
tienes reaccion cruzada con antigenos de Rickettsia ricketsii o Ehrlichia
platys, Anaplasma phagocyphilum, Ehrlichia chaffeensis y Ehrlichia ewengii
también pueden causar enfermedad en perros. La reaccion cruzada de los
anticuerpos contra estos agentes con antigenos de E. canis es variable y

los perros infectados pueden ser seronegativos. (Greene y otros, 1992).

Los anticuerpos contra E. canis son detectables a partir de los 7
dias y casi siempre estan presentes 28 dias después de la inoculacién
(Neer y otros., 2000). Los titulos de anticuerpos continlan aumentando
durante semanas a meses después de la inoculacion en perros con
infeccion experimental no tratados. Los titulos de E. canis inferiores a 1:80
son sospechosos y se deben reevaluar al cabo de 14 a 21 dias; un titulo de
1:80 o mayor es diagnostico positivo. Los resultados positivos iniciales
obtenidos con una prueba para usar en el punto de atencién comercializada
en fecha reciente (Snap 4Dx plus, IDEXX Laboratories) corresponden a

titulos de 1:100. Los titulos positivos se negativizan 3 a 9 meses después



de la resolucion de la infeccion; la persistencia de titulos durante un periodo
de 9 meses 0 mas sugiere estado portador. Sin embargo, los titulos
positivos se mantuvieron durante meses después de un tratamiento
aparentemente satisfactorio en algunos perros con infeccién natural (Wen
y otros, 1996).

Los perros seropositivos con enfermedad clinica deben recibir
tratamiento durante un periodo minimo de 28 dias y hasta la resolucién de
las anomalias clinicas y de laboratorio. La conveniencia de tratar a los

perros sanos seropositivos es tema de controversia (Neer y otros, 2000).

2.2.3 Alteraciones de la bioquimica hepaética.

Harrus y otros (1997), reporto en su estudio que, dentro de las
anormalidades quimicas de suero mas frecuentes han incluido
hiperproteinemia (33%), hiperglobulinemia (39%), hipoalbuminemia (43%),
y actividades elevadas de ALT y AST (43 y 31% respectivamente). La
hiperproteinemia es el resultado de niveles elevados de globulina, pero no
existe ninguna correlacion directa entre los niveles de globulinas séricas y

anticuerpos séricos a E. canis.

Las principales anormalidades bioquimicas vistas en los perros
infectados con ehrlichiosis son la hipoalbuminemia, hiperglobulinemia e
hipergammaglobulinemia. La electroforesis proteica sérica usualmente
revela gammapatia policlonal, sin embargo, en raras ocasiones los perros
infectados pueden presentar gammapatia monoclonal la cual puede ser mal
diagnosticada como paraproteinemia. Los perros con pancitopenia
presentan una significativa baja concentracion de proteinas totales,
globulinas totales y concentracion de gammaglobulina en comparacion con
perros sin esta anormalidad. La baja concentracion de gammaglobulinas

asociada a la pancitopenia sugiere que el estado inmune del animal



pancitopénico infectado con E. canis estd mas comprometido y, por lo tanto,
las infecciones secundarias pueden ocurrir mas frecuentemente en estos
perros. Un aumento transitorio moderado en la actividad de la
aminotransferasa y de la fosfatasa alcalina pude presentarse (De Morais y
otros, 2004).

2.3 Fisiopatologia del dafio hepético en ehrlichiosis canina.

Pacientes infectados con ehrlichiosis canina, al examen fisico
pueden mostrar incremento del volumen abdominal principalmente debido
a una hepatomegalia y esplenomegalia. Las principales lesiones hepaticas
son la congestion, la misma que produce un incremento de las lesiones de
las membranas celulares y dafio citoplasmatico de los hepatocitos,
consiguientemente la elevacion de transaminasas es frecuente, pero la
ictericia es rara. La biopsia hepatica puede mostrar hepatitis y granulomas
rodeados de un anillo fibrinoide y, en ocasiones, centrados sobre una
vacuola grasa (lipogranuloma), dandoles el caracteristico aspecto de donut.
El diagndstico suele hacerse mediante serologia o PCR. El tratamiento de
eleccion es doxiciclina. Otras rickettsiosis en las que el higado se afecta
con relativa frecuencia son la ehrlichiosis (en la que puede darse una

hepatitis granulomatosa) y la fiebre botonosa mediterranea (Greene, 2007).

Las lesiones hepaticas son producidas principalmente por la
replicacion del microorganismo en la fase aguda, ocurre dentro de
mononucleares infectados, entonces el microbio se disemina a érganos que
contienen fagocitos mononucleares tales como el bazo, el higado y los
ganglios linfaticos. La hiperplasia linforreticular resultante es la responsable
de la hiperplasia y por ende la hepatomegalia. Las células enfermas en
apariencia, atacan la microvasculatura o migran a las superficies
subendoteliales de los érganos blanco y se produce la vasculitis o

inflamacion (Greene, 2007).



2.4. Transaminasas marcadoras de lesion hepatocelular.

Para detectar enfermedad hepatica a menudo resulta util recurrir a
las alteraciones en los pardmetros de quimica sérica. Estas alteraciones
pueden incluir la actividad alterada de las enzimas hepaticas por dafio
hepatocelular o por induccién de las enzimas, aumento de la concentracion
de sustancias que el higado eliminaria normalmente, o alteraciones en la
concentracion de sustancias producidas o sintesis hepatica. Estas
alteraciones en la quimica sérica no tienen por qué ser especificas de
enfermedad hepatica y puede que no indique una causa especifica de la
disfuncion hepatica (Latimer, 2005).

La alanina aminotransferasa (ALT), antiguamente denominada
transaminasa glutamico-piravica (GPT), es una enzima presente
mayoritariamente en los hepatocitos, aunque también se encuentra en
bajas concentraciones en el muasculo y los eritrocitos. La aspartato
aminotransferasa (AST), también Illamada transaminasa glutamico-
oxalacética (GOT), esta presente tanto en los hepatocitos como en el
musculo y eritrocitos. Ambas enzimas se emplean en medicina de
pequefios animales como marcadores de lesion hepatocelular (Latimer,
2005).

La totalidad de la ALT plasmatica procede de los hepatocitos,
teniendo la caracteristica de ser especifica. Es un marcador plasmatico de
lisis o lesidén hepatocelular subletal, debido a que se encuentra en grandes
cantidades en el citosol, aunque también esta presente, en bajas
concentraciones, en las mitocondrias de los hepatocitos. Una lesion
reversible en las membranas plasmaticas que cause un aumento en su
permeabilidad, puede originar elevaciones significativas en la actividad

plasmatica de la ALT por “escape” de la enzima (Latimer, 2005).
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Sin embargo, la AST se encuentra en concentraciones elevadas en
el higado y en el musculo, tanto estriado como cardiaco. Los eritrocitos
también contienen cantidades significativas de AST. La AST, al igual que
la ALT, esta presente en el citosol de los hepatocitos, aunque
aproximadamente un 20% se halla contenida en las mitocondrias. Al igual
gue la ALT, se pueden producir aumentos en la actividad plasmatica ante
lesiones potencialmente reversibles en la membrana plasmatica

hepatocitaria (Latimer, 2005).

Aunque la procedencia de la mayor parte de ALT plasmatica sea
de origen hepatico, el evento causante de la lesion hepatocelular puede
tener una causa extra hepatica. Por ejemplo, una hipoxia tisular como
consecuencia de una insuficiencia cardiaca puede ocasionar una lesion en
las membranas plasmaticas de los hepatocitos, causando un aumento
significativo en la actividad sérica de ALT. De forma similar, en un estado
de shock séptico también se produce una situacion de hipoxia tisular con
unincremento en la ALT sérica; y ademas, los productos toxicos generados
contribuyen en gran medida a la lesion hepatocelular. La ALT, la AST de
origen hepatico puede incrementarse por causas extra hepaticas, aunque
debido a su mayor presencia en las mitocondrias, la magnitud en su
incremento suele ser menor. La imposibilidad de diferenciar las lesiones
reversibles de las lesiones letales en los hepatocitos limita el valor
diagnostico de ambas enzimas, aunque se estima que la magnitud del
incremento plasmatico de ambas enzimas se correlaciona con la extension

de la lesion hepética (Latimer, 2005).

La distribucion de ambas enzimas en los hepatocitos es diferente
dependiendo de su localizacion en el lobulillo hepético. La ALT se
encuentra en mayores concentraciones en los hepatocitos periportales
(zona 1 del lobulillo hepético), por lo que una lesién en los hepatocitos

producida por una toxina de origen intestinal ocasionara, teéricamente un



11

mayor “escape” de ALT que de AST. La AST presenta concentraciones mas
elevadas en los hepatocitos periacinares (zona 3 del lobulillo hepatico)
(Latimer, 2005).

El tiempo de vida medio para el aclaramiento sérico de ALT y AST
es controvertido y fluctia desde 3 horas hasta varios dias en el perro. Se
estima que el tiempo de vida medio para la AST en el gato es de 77 minutos.
Estos tiempos de vida medio pueden incrementarse significativamente en
patologias hepaticas con pérdida de funcién, debido a una disminucion en
la recaptacion y aclaramiento hepatico de ambas enzimas. Ante un evento
causante de lisis hepatocelular, la regresibn de ambos valores a la
normalidad se efectla aproximadamente a las 2 semanas, una vez que

cesa el agente causal (Latimer, 2005).

2.5. Terapéutica con doxiciclina en Canis familiaris

El tratamiento con doxiciclina (5 mg/kg cada 12 horas PO durante
4 semanas), 24 horas después de la visualizacion de morulas en frotis de
impresion (dia 7). La fiebre disminuye en 12 horas y la resolucién clinica de
todos los signos clinicos se produce dentro de las 48 horas después de
haber iniciado el tratamiento con doxiciclina. Los andlisis bioguimicos
muestran hipoalbuminemia (intervalo de referencia 2.5 a 3.5 g/dL),
hiperbilirrubinemia (intervalo de referencia 0,3 hasta 0,8 mg/dL), el aumento
de fosfatasa alcalina (ALP; intervalo de referencia < 250 U/L) y alanin
aminotransferasa (ALT; rango de referencia < 40 Ul/dL), aspartato
aminotransferasa (AST; rango de referencia < 65 Ul/dL). Post tratamiento
todas las anomalias bioquimicas se resuelven después del dia 20 post
tratamiento. Resultados de hemogramas se normalizan en los dias 20 y 40
(Sodikoff, 2001).
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2.5.1. Acido tioctico como antioxidante celular y efecto

hepatoprotector

El acido a lipoico, que desempena un papel esencial en las
reacciones de deshidrogenasa mitocondrial, recientemente ha ganado
considerable atencién como un antioxidante. Lipoato, o su forma reducida,
dihidrolipoato, reacciona con especies de oxigeno reactivas tales como
radicales superéxido, radicales hidroxilo, acido hipocloroso, radicales
peroxilo, y el oxigeno singlete. También protege las membranas mediante
la interaccion con la vitamina C y el glutation, que a su vez puede reciclar
la vitamina E. Ademas de sus actividades antioxidantes, dihidrolipoato
puede ejercer acciones prooxidantes través de la reduccion de hierro. La
administracién de acido a-lipoico ha demostrado ser beneficioso en un
namero de modelos de estrés oxidativo, tales como la lesion por isquemia-
reperfusion, diabetes (tanto el acido a-lipoico y acido dihidrolipoico exhiben
hidrofobo de union a proteinas tales como albumina, que puede prevenir
las reacciones de glicacion) formacion de cataratas, la neurodegeneracion,
y lesion por radiacion. Ademas, lipoato puede funcionar como un regulador
de redox de proteinas como la mioglobina, la prolactina, la tiorredoxina y
factor de transcripcion NF-kB. Se revisan las propiedades de lipoato en
términos de reacciones con especies reactivas del oxigeno; las
interacciones con otros antioxidantes; los efectos beneficiosos en los

modelos de estrés oxidativo o condiciones clinicas (Packer y otros, 1995)



. MATERIALES Y METODOS.

3.1. Localizacién, espacio y tiempo.

La presente investigacion se realizd en los centros veterinarios Mi
Mascota y CANES de la ciudad de Trujillo, lugares donde se evaluaron y

diagnosticaron los pacientes enfermos.

La captacion de casos fueron tomados en los consultorios
veterinarios Mi Mascota y CANES, en donde se tomaron muestras
sanguineas en canis familiaris para realizar la prueba de ELISA y confirmar
la ehrlichiosis canina, luego las muestras sanguineas de plasma fueron
remitidas a Dx Vet laboratorio clinico e imagenologia veterinaria, donde se
realizo las mediciones de las enzimas hepaticas, teniendo como inicio el

mes de octubre y finalizé el mes de noviembre del afio 2016.

3.2. Materiales y equipos

3.2.1. Biologico

En el presente estudio se trabajo con 40 especimenes de
Canis familiaris de ambos sexos, adultos, con anamnesis y signos
clinicos compatibles con la enfermedad; seropositivos a ehrlichiosis
canina diagnosticados mediante la técnica de ELISA; a los que se
les extrajo sangre para realizar las pruebas bioquimicas y medir las
transaminasas ALT y AST y determinar el efecto hepatoprotector del

acido tioctico al dia siete y catorce del tratamiento con doxiciclina.
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3.2.2. De campo:

- Sistema al vacio para extraccion de muestras sanguineas con
anticoagulante y sin anticoagulante.
- Prueba de ELISA marca Snap 4 Dx plus ®.

3.3. Métodos

3.3.1. Método de ELISA Snap 4DX

Esta es una prueba ELISA que detecta antigeno de Dirofiliaria
inmmitis (D. inmmitis), anticuerpos para Borrelia burgdorferi (B.
burgdorferi), Anaplasma platys (A. platys) y anticuerpos para Ehrlichia canis
(E. canis), en muestras de plasma, suero o sangre completa de canino. El
dispositivo SNAP 4Dx, usa un formato propio de IDEXX, el color se
desarrolla en puntos en la matriz de flujo para proveer los resultados del

test, los que se leen visualmente, método conocido como DOT ELISA.

Los puntos separados son especificos para antigeno de D. inmitis
y anticuerpos para B. burgdorferi, E. canis y A. platys. Estos puntos son
areas donde se han depositado y secado los anticuerpos para antigeno de
D. inmitis y los antigenos para E. canis y B. burgdorferi, de tal manera que
se uniran a las antigenos de D. inmitis y anticuerpos de E. canis y B.

burgdorferi contenidos en la muestra.

Luego de que los puntos han sido expuestos a la muestra y a otros
reactivos durante la prueba, los puntos se volveran de color azul si la

muestra es positiva, 0 permaneceran sin color si es negativa.

Especificidad 100%
Sensibilidad 99%
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3.3.2. Desarrollo de latécnica de ELISA indirecta.

Las muestras: sangre entera, suero o plasma canino pueden ser
usados en esta prueba. En este estudio se usé sangre completa

heparinizada.

Especies a las que se destina: caninos

Procedimiento:

- Las muestras fueron obtenidas de la vena cefalica mediante extraccion
por puncion.

- Se homogeniz6 la muestra de suero sanguineo, el mismo que se
obtuvo por centrifugacion de la sangre completa sin anticoagulante
mediante centrifugacion a 5000 rpm por cinco minutos.

- Utilizando la pipeta proporcionada, se agrego 3 gotas de la muestra al
tubo para muestras.

- Manteniendo el frasco en posicion vertical, se agregé 4 gotas de
conjugado al tubo para muestras.

- Luego se tapo el tubo y se mezclo bien invirtiéndolo de 3 a 5 veces.

- Después se coloco el dispositivo SNAP sobre una superficie plana. Y
se agrego el contenido completo del tubo al pozo para muestras, se
dejara fluir por la ventanilla de resultados.

- Después de esperar que la muestra llegue al circulo de activacion se
presiono el activador hasta quedar al nivel con el cuerpo del dispositivo

- El dispositivo se mantuvo en posicion horizontal.

- Luego de 8 minutos se procedio a leer el resultado.

3.4.1 Recoleccion de la muestra de sangre

La toma de muestras sanguinea se realizé mediante el sistema al

vacio; parte de cada muestra fue enviada a Dx Vet Laboratorio Clinico e
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Imagenologia Veterinaria, para la realizacion del hemograma completo y la
bioguimica hepatica correspondiente conformada por las transaminasas
ALT, AST.

Para realizar una correcta toma de muestras sanguineas en los
pacientes incluidos en el presente trabajo de investigacién se siguid la

siguiente secuencia:

a) ldentificacion del paciente segun el Anexo 1.

b) Identificacion de tubos al vacio con datos del paciente.

c) Sujecion adecuada.

d) Disposicion y uso adecuado del material para extraccion sanguinea, en
tubos al vacio con EDTA para sangre entera y tubos al vacio sin EDTA
para obtener suero.

e) Desinfeccion del area de toma de muestra y rasurado en caso de ser
necesario.

f) Identificacion de las venas cefalica y/o safena.

g) Aplicacion del hemostato.

h) Extraccion de la muestra.

i) Envid de muestras al laboratorio dentro de la primera hora de haber sido

obtenidas.
3.4.2 Procedimiento para larealizacion de la bioquimica hepatica
Todas las muestras sanguineas fueron obtenidas mediante
puncion venosa, en un tubo sin EDTA, para luego reposar y obtener el

suero por centrifugacion a 5000 rpm por 5 minutos.

El suero fue procesado en el analizador de bioquimica veterinaria
automatizado Mindray BC 1200.
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3.4.3 Poblaciéon y muestra

La muestra es no probabilistico y es condicional a perros
diagnosticados con ehrlichiosis canina.

La poblacién lo conforman 40 Canis familiaris con ehrlichiosis
canina tratados con doxiciclina durante 14 dias.

Los pacientes fueron agrupados homogéneamente en dos grupos
de 20 pacientes cada uno, de los cuales a un grupo se le administro
adicionalmente 0.5 mg/kg de acido tioctico por via oral por un periodo de
14 dias, el otro grupo fue el testigo.

En ambos grupos se tomaron muestras sanguineas a los cero,
siete y catorce y se evaluaron los cambios en las transaminasas hepaticas
ALT y AST para poder determinar el efecto hepatoprotector del acido

tioctico.
3.5 Analisis estadistico
Para la determinacion del efecto hepatoprotector del acido tiéctico

se usaron correlaciones estadisticas, el andlisis de varianza y el Test de

Tukey.



IV. RESULTADOS

El presente estudio se realiz6 en el Distrito de Trujillo, en 40 Canis
familiaris, con ehrlichiosis canina, adultos de diferentes sexos, razas y
edades, diagnosticados mediante el Test de Elisa, tratados con doxiciclina
oral a dosis de 10 mg/kg/dia por un periodo de 14 dias, los cuales fueron
divididos aleatoriamente en dos grupos de 20 pacientes cada uno. A un
grupo se le coadministré acido tidctico via oral a dosis de 25 mg/kg/dia/14
dias (Grupo Doxitioctico), con la finalidad de evaluar el efecto
hepatoprotector del acido tioctico mediante la monitorizacion de la
transaminasas hepéaticas alanin amino transferasa (ALT) y aspartato amino
transferasa (AST), alosdias 0, 7y 14.

Pacientes tratados con Doxicicilina/Acido tidctico
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0 7 14

Dias de tratamiento

Figura 1. Valores de transaminasas hepaticas Alanin amino transferasa
(ALT) y Aspartato amino transferasa (AST), de Canis familiaris
con ehrlichiosis tratados con doxiciclina y &cido tidctico

(Doxitioctico).
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Pacientes tratados con doxicilina
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Figura 2. Valores de transaminasas hepaticas Alanin amino transferasa
(ALT) y Aspartato amino transferasa (AST), de Canis familiaris
con ehrlichiosis tratados con doxiciclina (Doxi).

En las Figuras 1 y 2; el andlisis de varianza y el Test de Tukey,
permiten observar diferencias altamente significativas en cuanto a la
actividad sérica de las transaminasas ALT y AST entre los tratamientos
doxiciclina mas &acido tioctico (Doxitioctico) versus el tratamiento con
doxiciclina (Doxi). Estos resultados permiten evidenciar el efecto
hepatoprotector del acido tiéctico en el tratamiento de ehrlichiosis canina,
donde se observa que la actividad sérica de las transaminasas ALT y AST

fue menor en el tratamiento doxiciclina con acido tidctico.



20
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Figura 3. Valores promedios de transaminasas hepaticas alanin amino
transferasa (ALT) y aspartato amino transferasa (AST), de Canis
familiaris con ehrlichiosis tratados con doxiciclina mas acido

tioctico (Doxitioctico) y doxiciclina (Doxi) a los dias 0, 7 y 14.

En este cuadro del andlisis de la varianza se muestra una diferencia
altamente significativa en cuanto a la actividad sérica entere la aplicacion
de la doxiclicina+ acido tioéctico vy la aplicacion sélo de la doxiciclina.
También se puede observar una diferencia altamente significativa en
cuanto al tiempo de evaluacion, mientras que en lo referido a la

transaminasa hepatica y la AST sérica ho muestra diferencia estadistica.
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Cuadro 1. Promedios de transaminasas hepéticas ALT y AST a los dias 0,
7 y 14 en Canis familiaris con ehrlichiosis tratados con

doxiciclina y &cido tidctico y doxiciclina.

PROMEDIOS PROMEDIO
ALTO ALT7 ALT14 ASTO AST7 AST14 FINAL

Doxitioctico 74.82 49.94 3390a 72.71 45.19a 33.74a 51.72 a
Doxi 79.75 58.24 51.15b 71.87 56.23b 46.28b 60.67 b

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0.005)

segun la prueba de Tukey

El Cuadro 1; permite observar con una confianza del 95%; que existe
una diferencia estadistica altamente significativa en la actividad sérica de
las transaminasas hepaticas ALT y AST en los pacientes del grupo
doxiciclina y acido tiéctico versus el grupo doxiciclina, siendo menor en los

pacientes a los cuales solo se les coadministré acido tioctico.

Adicionalmente, el andlisis de la varianza se muestra una diferencia
altamente significativa en cuanto a la actividad sérica entere la aplicacion
de la doxiciclina y acido tioctico y la aplicacion solo de la doxiciclina.
También se puede observar una diferencia altamente significativa en
cuanto al tiempo de evaluacion para la enzima ALT, mientras que la AST

no muestra diferencia estadistica.



V. DISCUSION

La ehrlichiosis produce infecciones multisistémicas, afectando
principalmente al tejido sanguineo y hematopoyético, secundariamente a
organos blandos como el higado, en el cual produce una infeccion e
inflamacion crénica, la misma que se puede evidencias mediante la
monitorizacion de las enzimas hepéticas ALT y AST (Lappin y Turnwald,
2004; Lewis, 2012), motivo por el cual se probo el efecto hepatoprotector
del acido tioctico, con la finalidad de contrarrestar los dafios hepaticos
producidos por la E. canis y tratar de lograr una mayor evolucidon con su

respectivo tratamiento con doxiciclina.

Harrus y otros (1997), reportd en su estudio que, dentro de las
anormalidades quimicas de suero mas frecuentes se han incluido el
incremento de las actividades sobre los valores superiores promedio de
ALT y AST en un 43 y 31% respectivamente, datos que concuerdan con
nuestro estudio, donde los pacientes diagnosticados con ehrlichiosis tenian
valores superiores en un promedio de 45% respecto al limite superior de
referencia, valores compatibles con derrame enzimatico hepatocelular

asociados a inflamacion y necrosis hepatica.

El acido tiéctico o a lipoico, desempefia un papel esencial en las
reacciones de la deshidrogenasa mitocondrial, recientemente ha ganado
considerable atencibn como un antioxidante, reaccionando con especies
de oxigeno reactivas tales como radicales superoxido, radicales hidroxilo,
acido hipocloroso, radicales peroxilo, y el oxigeno singlete, teniendo un
efecto protector las membranas celulares especialmente en el higado,
disminuyendo la isquemia-reperfusion, mostrando un  efecto
hepatoprotector importante, evidenciado con la disminucion de la actividad

bioquimica del higado (Packer y otros; 1995). Datos que coinciden con la
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presente investigacién, donde se evidencia una marcada disminucién de la
actividad de ALT y AST, mostrando una diferencia estadistica significativa
en el grupo doxiciclina méas acido tioctico, debido a efecto hepatoprotector

del mencionado acido.

En el tratamiento de la ehrlichiosis con doxiciclina (10 mg/kg cada
24 horas PO durante 4 semanas), post tratamiento todas las anomalias
bioquimicas se resuelven después del dia 20 post tratamiento (Sodikoff,
2001). Datos que coinciden con nuestra investigacion ya que tanto en el
grupo Doxiciclina y Doxiciclina mas acido tioctico mostraron valores dentro
de la normalidad en el dia 14, siendo menores en el grupo de doxiciclina y

acido tioctico.



VI. CONCLUSIONES

La ehrlichiosis canina produce una hepatitis incrementando las

actividades séricas de las transaminasas ALT y AST.

La coadministracion de acido tioctico asociado al tratamiento con
doxiciclina, demostré un efecto hepatoprotector evidenciado con la

disminucion de las transaminasas hepaticas ALT y AST.



VIl. RECOMENDACIONES

En el tratamiento de ehrlichiosis canina debe considerarse la
hepatoproteccion, mediante la coadministracion de doxiciclina con el

acido tioctico.

Evaluar el efecto hepatoprotector del acido tiéctico incluyendo en la
evaluacion del panel de pruebas hepaticas a la albumina sérica,
ganmma glutamil transaminasa, fosfatasa alcalina y bilirrubinas en

pacientes con ehrlichiosis canina.

Evaluar otras drogas hepatoprotectoras como son el &cido

ursodexosicolico, acido orético y vitaminas del complejo B.
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Anexo 1. Ficha clinica del paciente

Datos del propietario:

Nombre

Apellidos

Direccién

Teléfono

Datos del paciente Constantes fisioldgicas

Nombre: Temperatura:

Edad: Frecuencia cardiaca:
Raza: Frecuencia respiratoria:
Sexo:

Anamnesis:

Examen clinico

Signologia:



32

Anexo 2. Transaminasas hepaticas de pacientes tratados con

doxiciclinay acido tioctico

ALT (dias) AST (dias)
PACIENTE 0 7 14 0 7 14
1 62.60 53.50 37.90 56.14 47.25 33.03
2 51.00 3250 29.40 48.75 3553 28.69
3 47.10 21.10 37.20 43.31 30.10 34.74
4 55.70 41.20 43.10 49.34 33.44 34.24
5 133.90 5050 26.70 267.58 34.79 25.15
6 100.70 51.30 24.10 47.52 4790 28.77
7 82.55 52.30 35.40 74.14 47.52 22.46
8 62.20 46.50 36.00 58.87 39.50 32.90
9 64.80 56.60 32.00 69.19 39.68 32.95
10 71.60 43.60 28.20 57.03 39.50 33.23
11 77.70 60.10 27.30 69.54 52.44 42.50
12 67.50 31.70 28.60 63.84 32.04 31.05
13 66.90 29.00 30.20 64.18 34.00 20.62
14 56.00 42.40 36.00 46.74 41.60 34.18
15 66.00 48.40 33.60 61.85 33.25 32.48
16 107.00 65.66 40.26 87.45 55.59 45.59
17 80.70 72.13 38.15 68.46 69.53 40.25
18 119.20 88.80 37.52 88.61 72.31 38.59
19 61.15 56.25 39.86 69.30 58.59 40.12
20 62.10 55.20 36.54 62.30 59.25 43.25
PROMEDIO 74.82 49.94  33.90 72.71 45.19 33.74
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Anexo 3. Transaminasas hepaticas de pacientes tratados con

doxiciclina.
ALT (dias) AST (dias)
PACIENTE 0 7 14 0 7 14
1 75.14 65.21 60.25 9541 84.69 56.21
2 65.25 5426 51.36 65.23 10245 65.36
3 58.24 60.24 60.87 106.89 75.69 49.54
4 60.28 55.21 50.36 65.36 60.24  59.23
5 78.25 60.87 58.14 89.36 59.78 60.26
6 86.87 64.12 65.14 58.14 51.85 50.87
7 59.87 52.30 45.26 84.23 62.36  49.21
8 70.21 55.98 50.98 58.87 46.23 40.21
9 65.89 45.10 40.25 65.14 51.36 34.68
10 125.12 85.74 70.05 60.78 70.65 40.89
11 70.85 64.13 59.14 58.47 39.12  40.03
12 59.87 40.14 40.89 69.65 49.21  48.23
13 102.31 65.14 56.87 58.15 36.98 50.24
14 76.25 45.18 46.98 98.62 63.74 43.21
15 49.25 40.89 50.87 50.48 39.21 38.65
16 98.64 56.14 45.16 76.28 45.02  45.69
17 85.13 68.14 40.66 69.78 45.03 42.58
18 12586 80.78 53.98 65.78 60.25  48.45
19 98.54 55.47 40.16 80.45 45.01 40.12
20 79.12 49.80 35.69 60.25 35.69 35.98
PROMEDIO 79.55 58.24 51.15 71.87 56.23  46.98
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Anexo 4. Promedios de transaminasas hepéticas ALT y AST a los

dias 0, 7y 14 en Canis familiaris con ehrlichiosis tratados con

doxiciclinay acido tioctico y doxiciclina.

PROMEDIOS PROMEDIO

ALTO ALT7 ALT14 ASTO AST7 AST14 FINAL
Doxitioctico 74.82 4994 3390a 72.71 45.19a 33.74a 51.72 a
Doxi 79.75 58.24 51.15b 71.87 56.23b 46.28b 60.67 b

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=4.92634

Error 378.1391. GL: 235

Tratamiento Medias N E.E.

DOXI ACITIOC 51.72 120 1.78 A

DOXICI 60.67 120 1.78
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Anexo 5. Valores de referencia de transaminasas hepaticas en Canis

familiaris.
ALT < 45 Ul/dL
AST < 50 Ul/dL

Fuente: DxVet Laboratorio Clinico e Imagenologia Veterinaria
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Anexo 6. Imagenes ilustrativas obtenidas durante el Desarrollo del

estudio
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