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RESUMEN

Algunas enfermedades transmitidas por vectores como garrapatas, mosquitos, fleb6tomos y
triatominos que tienen como principal reservorio a los perros, son relevantes en medicina
veterinaria y en salud publica, porque muchas de ellas tienen caracter zoonético. Dentro de
estas enfermedades tenemos la enfermedad de Chagas (Trypanosoma cruzi), ehrlichiosis
(Ehrlichia canis / Ehrlichia ewingii), anaplasmosis (Anaplasma phagocytophilum /
Anaplasma platys), dirofilariosis (Dirofilaria immitis) y la enfermedad de Lyme (Borrelia
burgdorferi). El diagndstico de estas enfermedades puede dificultarse porque existen fases
gue son asintomaticas o con signos clinicos comunes. Actualmente la determinacién de
proteinas de fase aguda y marcadores de estrés oxidativo se utilizan en algunas enfermedades
de humanos y animales, y también podrian ser de ayuda para el diagnostico, monitorizacion
y pronostico de las enfermedades zoondticas del presente trabajo. Los objetivos de esta
investigacion fueron: 1. Determinar la seroreactividad contra Trypanosoma cruzi en dos
comunidades de Portoviejo, Ecuador; 2. Detectar las frecuencias de coinfecciones
transmitidas por vectores en perros seroreactivos a Trypanosoma cruzi; y 3. Determinar las
concentraciones de proteinas de fase aguda (proteinas C reactiva, haptoglobina, ferritina y
paraoxanasa-1) y marcadores de estrés oxidativo (tiol, capacidad antioxidante total y
capacidad antioxidante reductora del ion cobre) en perros con infeccién natural por
Trypanosoma cruzi, con Yy sin coinfeccion. Para el diagnéstico de Trypanosoma cruzi se
utilizaron dos métodos de ELISA y para la deteccion de la ehrlichiosis, anaplasmosis,
dirofilariosis y enfermedad de Lyme, se uso el test de IDEXX SNAP 4Dx. Para determinar

la concentracion de la proteina C reactiva y ferritina se utilizd un ensayo



inmunoturbidimétrico; la concentracion de haptoglobina se midi6 usando un método
colorimétrico comercial validado en perros; para la determinacion de la concentracion sérica
de paraoxanasa-1 se usé un método espectrofotométrico. Para determinar el estrés oxidativo,
se utilizaron metodos espectrofotométricos automatizados, previamente validados en perros.
Se formaron los siguientes grupos: Grupo 1. Perros seroreactivos a Trypanosoma cruzi (n:
45), este grupo se subdividio en dos subgrupos: la sin coinfeccion (n: 22) y 1b con
coinfeccion (n: 23); Grupo 2. Perros seronegativos a Trypanosoma cruzi (n: 40). La
seroreactividad a Trypanosoma cruzi fue de 57.14% y 33.33% en perros de las comunidades
de Colon y Abdon Calderon respectivamente. Las frecuencias de infecciones en animales
seroreactivos a Trypanosoma cruzi fueron: 48% Ehrlichia canis / Ehrlichia ewingii; 28%
Anaplasma phagocytophilum / Anaplasma platys, 12% Dirofilaria immitis y 0% Borrelia
burgdorferi. Se observé que paraoxanasa-1 dismiuy0 en perros seroreactivos a Trypanosoma
cruzi con y sin coinfeccion, mientras que ferritina aumentd en perros seroreactivos a
Trypanosoma cruzi con coinfeccion. Se encontrd disminucion de tiol y de la capacidad
antioxidante reductora del ion cobre, en perros seroreactivos a Trypanosoma cruzi y en perros
seroreactivos a Trypanosoma cruzi con coinfeccion. Con base en los resultados obtenidos,
podemos concluir que existe una alta prevalencia de perros seroreactivos a Trypanosoma
cruzi en Portoviejo que presentaron coinfeccién con otros hemoparasitos y variaciones de
paraoxanasa-1, ferritina, tiol y de la capacidad antioxidante reductora del ion cobre. Esta
informacidn podria ser usada para el diagndstico, manejo clinico, prevencion y control de

estas enfermedades en la zona de estudio.



ABSTRACT

Some vector-borne diseases such as ticks, mosquitoes, sandflies and triatomines, whose main
reservoir are dogs, are relevant both in Veterinary Medicine and public health because many
of them are zoonotic in nature. Among these diseases we have Chagas disease (Trypanosoma
cruzi), ehrlichiosis (Ehrlichia canis / Ehrlichia ewingii), anaplasmosis (Anaplasma
phagocytophilum / Anaplasma platys), heartworm disease (Dirofilaria immitis) and Lyme
disease (Borrelia burgdorferi). The process of diagnosing these diseases can be difficult
because there are phases that are asymptomatic or with common clinical signs among other
diseases. Currently, the determination of acute phase proteins and oxidative stress markers
are used in the diagnosis, monitoring, and prognosis of human and animal diseases and could
be of help both for the diagnosis and for the monitoring of the indicated zoonoses. Due to
this knowledge gap, this research focused on the following objectives: 1. To determine the
seroreactivity against Trypanosoma cruzi in two communities of Portoviejo, Ecuador; 2.
Detect the frequencies of vector-borne coinfections in dogs seroreactive to Trypanosoma
cruzi; and 3. To determine the concentrations of acute phase proteins (C-reactive proteins,
haptoglobin, ferritin and paraoxanase-1) and oxidative stress markers (thiol, total antioxidant
capacity and copper ion reducing antioxidant capacity) in dogs with natural infection with
Trypanosoma cruzi, with and without coinfection. The research was carried out in two
communities in the coastal zone of Ecuador. Two ELISA methods were used for the
diagnosis of Trypanosoma cruzi and the IDEXX SNAP 4Dx test was used for the detection
of ehrlichiosis, anaplasmosis, heartworm disease, and Lyme disease. To determine the

concentration of C-reactive protein and ferritin, an immunoturbidimetric assay was used,;

Xi



Haptoglobin concentration was measured using a commercial colorimetric method validated
in dogs; a spectrophotometric method was used to determine the serum concentration of
paraoxanase-1. Automated spectrophotometric methods, previously validated in dogs, was
used to determine oxidative stress. The following groups were formed: Group 1. Dogs
seroreactive to Trypanosoma cruzi (n: 45). This group was subdivided into two subgroups 1a
(n: 22) without coinfection and 1b (n: 23) with coinfection. Group 2. Dogs seronegative to
Trypanosoma cruzi (n: 40). The seroreactivity to Trypanosoma cruzi was 57.14% and
33.33% in dogs from the communities of Portoviejo called Col6n and Abddén Calderdn,
respectively. The frequencies of infections in animals seroreactive to Trypanosoma cruzi
were: 48% Ehrlichia canis / Ehrlichia ewingii; 28% Anaplasma phagocytophilum /
Anaplasma platys, 12% Dirofilaria immitis and 0% Borrelia burgdorferi. It was determined
that paraoxanase-1 decreased in Trypanosoma cruzi seroreactive dogs with and without
coinfection, while ferritin increased in Trypanosoma cruzi seroreactive dogs with
coinfection. Decreased thiol and copper ion reducing antioxidant capacity were found in dogs
seroreactive to Trypanosoma cruzi and in dogs seroreactive to Trypanosoma cruzi with
coinfection. Based on the results obtained, this research concludes that there is a high
prevalence of dogs seroreactive to Trypanosoma cruzi in Portoviejo that presented
coinfection with other haemoparasites and variations of paraoxanase-1, ferritin, thiol, and the
reducing antioxidant capacity of the copper ion. This information could be used for the

diagnosis, clinical management, prevention, and control of these diseases in the study area.
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I.  INTRODUCCION

Trypanosoma cruzi (T. cruzi) es el agente causal de la enfermedad de Chagas o
tripanosomiasis americana, una antropozoonosis tropical desatendida que afecta
aproximadamente a 7 millones de personas a nivel mundial y es considerada endémica de
Ameérica Latina (Euzébio et al., 2021; WHO, 2021). Ha sido reportada en Canada, Estados
Unidos y Latinoamérica, siendo esta Gltima la region con mayor impacto sanitario (Euzébio
et al., 2021; WHO, 2021). T. cruzi infecta a un amplio rango de hospederos, dentro de los
gue destacan el humano y distintas especies de mamiferos, siendo el perro y la zariglieya
(Didelphis marsupialis) los principales reservorios de la enfermedad en el ciclo doméstico y

selvatico respectivamente (Cantillo et al., 2020).

La enfermedad de Chagas en sus inicios fue enzodtica, y afectaba solamente a animales
salvajes (Chao et al., 2020). El desequilibrio ecoldgico y el aumento de la migracién de
personas permitié el contacto de humanos y animales domésticos con los focos naturales de
infeccion de T. cruzi convirtiéndose en una zoonosis (Chao et al., 2020). La movilidad de las
personas seroreactivas a T. cruzi, de paises endémicos a paises no endémicos, ha ocasionado
que la enfermedad sea detectada en otros continentes (Antinori et al., 2017; WHO, 2021).
Los efectos de las alteraciones ambientales provocadas por el cambio climatico, asi como la
mencionada movilidad humana, han originado que estas y otras enfermedades transmitidas

por vectores (ETV), estén presentes y tiendan a aumentar (Maggi y Kramer, 2019).

La enfermedad de Chagas presenta una fase aguda seguida de una fase cronica, separadas

por un periodo indeterminado durante el cual el paciente esta relativamente asintomatico. La



fase aguda se caracteriza por una activa infeccion, inflamacion y dafio miocardico. La
manifestacion clinica mas importante de esta enfermedad es la miocarditis cronica, donde los
sintomas de cardiopatia pueden aparecer afios o décadas después de la infeccion inicial. Al
menos el 30% de los infectados desarrollaran lesiones irreversibles del corazon, es6fago o
colon (Zingales, 2018). La enfermedad de Chagas es una de las principales causas de

morbilidad cardiovascular y muerte prematura en América Latina (Lidani et al., 2019).

Existen otras ETV que constituyen un riesgo para la salud de humanos y animales (WHO,
2020), como son la ehrlichiosis (Ehrlichia canis, Ehrlichia ewingii), anaplasmosis
(Anaplasma phagocytophilum, Anaplasma platys), enfermedad de Lyme (Borrelia
burgdorferi) y dirofilariosis (Dirofilaria immitis), todas ellas de naturaleza zoonética (Maggi
y Kramer, 2019). Los vectores como mosquitos, garrapatas y triatominos, pueden ser
portadores de estos patdgenos, y los transmiten entre vertebrados de distintas especies (Maggi
y Kramer, 2019). La sintomatologia de estas enfermedades abarca desde signos comunes
como fiebre, letargia, anorexia, pérdida de peso, afecciones cardiacas, palidez de mucosas,
hemorragia; hasta signos menos frecuentes como linfadenomegalia, esplenomegalia,
poliartritis, tos, signos nerviosos y dificultad para respirar (Gianfranchesco et al., 2019;

Malik et al., 2005; Society, 2018).

El diagnostico de las ETV realizado exclusivamente en base a signos clinicos, no es
completamente confiable, debido a las similitudes que podrian aparecer en varias patologias;
por lo que se requiere de pruebas con alta sensibilidad y especificidad para confirmar o

descartar su diagnostico. Algunas pruebas serologicas y la reaccion en cadena de la



polimerasa (PCR), constituyen las pruebas de eleccion para determinar el agente infectante

en un hospedero sospechoso de padecer alguna de las ETV (Maggi y Kramer, 2019).

En la clinica médica veterinaria, es cada vez mas frecuente el uso de pruebas que permitan
detectar las enfermedades en pacientes asintomaticos, o antes de que los signos clinicos se
inicien, ya que el abordaje terapéutico temprano podria ayudar en el tratamiento y prondstico.
Estudios realizados en perros, han reportado que las proteinas de fase aguda (PFA), ayudan
al diagnostico, prondstico, deteccion de etapas subclinicas de la enfermedad, y seguimiento

de la evolucién de enfermedades cronicas (Cray, 2012).

Las PFA han sido utilizadas e investigadas ampliamente, tanto en medicina humana como
veterinaria, debido a que constituyen marcadores tempranos de procesos bioldgicos que
ocurren en enfermedades, como resultado de una respuesta de fase aguda (Carreton et al.,
2017; Eckersall, 1995; Karnezi et al., 2016; Martinez-Subiela et al., 2014b; Martinez-Subiela

etal., 2011; Méndez et al., 2014).

La respuesta de fase aguda forma parte de la reaccién del sistema inmunol6gico innato del
organismo, ante procesos infecciosos, inflamatorios, traumaticos y neoplasicos (Carreton et
al., 2017; Cero6n et al., 2014; Eckersall, 1995; Thomas et al., 2018); y esta respuesta implica
una serie de modificaciones en las concentraciones de PFA. La cinética de estas proteinas,
varia de acuerdo a las caracteristicas de cada una de ellas; de manera que existe un grupo
cuyos niveles de concentracion aumentan en el organismo como respuesta a la fase aguda
(PFA positivas, entre ellas la proteina C reactiva, haptoglobina y ferritina), y otro grupo en
el cual disminuyen los niveles de concentracion (PFA negativas, como la albimina y

paraoxonasa-1) (Ceron et al., 2005; Cray, 2012). Ademas de evaluar las proteinas de fase



aguda, también es necesario medir los marcadores de estrés oxidativo, porque el estrés podria

estar involucrado en la patologia de algunas enfermedades (Gutteridge y Halliwell, 2018).

Normalmente los antioxidantes enddgenos contrarrestan el dafio oxidativo que ocurre sobre
algun fendmeno biolodgico, pero si no lo hacen, se inicia el proceso de estres oxidativo (Sies,
2015), que se puede definir como un desequilibrio entre las reacciones oxidantes y
antioxidantes, con preponderancia de las oxidantes (Gutteridge y Halliwell, 2018). Entre los
biomarcadores adecuados para medir la respuesta antioxidante se encuentran tiol (Rubio et
al., 2020), la capacidad antioxidante total (TAC) (Bartosz, 2010), y un indicador indirecto
que es la capacidad antioxidante reductora del ion cobre (CUPRAC) (Apak et al., 2005;
Rubio et al., 2020). EIl estrés oxidativo estd implicado en el desarrollo de insuficiencia
cardiaca, por lo que la identificacion de cambios en biomarcadores de estrés oxidativo podria
mejorar la comprension del dafio cardiaco en pacientes crénicos chagéasicos (Wen et al.,

2014).

Se consideran que las técnicas tradicionales de diagnostico (hematologia, serologia, citologia
y aislamiento), son las primeras opciones para detectar las ETV. Sin embargo, las PFA y los
marcadores de estrés oxidativo, podrian jugar un papel importante en la patogenia de la
enfermedad de Chagas y las otras ETV, especialmente cuando muchas de ellas pueden

coexistir y encontrarse en diferentes fases.

A pesar de que se ha diagnosticado la enfermedad de Chagas en humanos, y siendo el perro
el principal reservorio (Enriquez et al., 2013) y centinela (de Sousa et al., 2021; Enriquez et
al., 2014), no hay reportes de la presencia de T. cruzi en caninos en las comunidades de Colon

y Abdon Calderdn pertenecientes al canton Portoviejo en Ecuador. Diversas ETV han sido

4



detectadas en perros de Colon (Moran-Loor, 2006); sin embargo, no se han realizado
investigaciones de la enfermedad de Chagas. Las zonas de estudio seleccionadas estan
localizadas en areas rurales y poseen condiciones climaticas que favorecen la reproduccion
de vectores como triatominos (Costales et al., 2015), mosquitos (Cevallos et al., 2018) y
garrapatas (Enriquez et al., 2020). Por otra parte, las condiciones socioeconémicas de la
poblacién determinan que los perros no cuenten con cuidados médicos veterinarios
adecuados y deambulen libremente por las calles, patios, terrenos baldios, areas agricolas y

corrales de animales (Rivadeneira et al., 2021).

Al ser el perro el modelo bioldgico mas adecuado para estudiar la enfermedad de Chagas (de
Lana y Giunchetti, 2021; Guedes et al., 2009), los resultados obtenidos de PFA y marcadores
de estrés oxidativo, podrian utilizarse para futuros estudios en humanos y perros.
Adicionalmente la deteccion de T. cruzi y otras ETV en perros de Colon y Abdon Calderén,
permitiria obtener indicadores que se podrian utilizar para mejorar los programas de control

y erradicacion de vectores, con la finalidad de reducir la incidencia de las ETV en la regién.

El presente trabajo fue disefiado para determinar las concentraciones de PFA y marcadores
de estrés oxidativo en perros diagnosticados con infeccién natural con T. cruzi; sin embargo,
al realizar la toma de muestras de perros con duefios en las comunidades de Colén y Abdén
Calderon, Portoviejo, Ecuador, se descubrio que muchos de estos animales podian tener
coinfecciones de otras ETV. De ahi que los objetivos iniciales del estudio se modificasen
para determinar las concentraciones de PFA y marcadores de estrés oxidativo en perros

diagnosticados con infeccidn natural con T. cruzi, que presentaban o no coinfeccion con otras



ETV, procedentes de estas comunidades consideradas zonas endémicas de la enfermedad de

Chagas en humanos (Ministerio de Salud Publica del Ecuador, 2019).



II. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Enfermedad de Chagas: Situacién mundial

Se cree que el origen de la enfermedad de Chagas ocurrio hace 8,000-6,000 millones de afios
en la regién de los Andes, con el inicio del sedentarismo y la domesticacion de animales y
plantas, llegando posteriormente a otras zonas de América (Chao et al., 2020; Dias y Coura,

1997).

T. cruzi es el agente causal de la enfermedad de Chagas, cuyo nombre fue dado por ser Carlos
Chagas quien la describié por primera vez en 1909 (Chagas, 1909), y posteriormente
describi6 el vector y las manifestaciones clinicas de la enfermedad. T. cruzi se transmite
principalmente a personas y animales domésticos por medio de insectos hematofagos
denominados triatominos, siendo Triatoma infestans uno de los vectores responsables. Los
nombres comunes de los triatominos varian de acuerdo a cada pais; por ejemplo, en Ecuador
se denomina chinchorro, barbeiro en Brasil, chinche besucona en México, chinche picuda en
Colombia, chipo en Venezuela, vinchuca en Argentina, Chile, Uruguay, y kissing bug en

Estados Unidos (Schofield y Galvéo, 2009).

Existen aproximadamente 6 - 7 millones de personas infectadas con T. cruzi en el mundo y
la enfermedad se ha reportado principalmente en América Latina (Echeverria y Morillo,
2019), zona en la cual se han realizado acciones a través del control de vectores y otros
mecanismos para disminuir la infeccion. Sin embargo, la movilidad de personas con la
enfermedad, procedentes de paises endémicos, ha ocasionado que esté presente en lugares no

endémicos como Estados Unidos (Bern, 2015), Canada (Plourde et al., 2017), paises de



Europa como Espafia, Italia, Francia, Suiza y Reino Unido (Antinori et al., 2017), Africa
(Clément et al., 2020), paises del Mediterraneo Oriental y del Pacifico Occidental (Euzébio

etal., 2021; WHO, 2021).

La enfermedad de Chagas es una de las 20 enfermedades desatendidas, que afectan a personas
que viven principalmente en zonas tropicales (Hotez et al., 2020). Los gobiernos de los paises
afectados, han tomado medidas para controlar de manera mas adecuada esta enfermedad; sin
embargo, estas acciones no han sido suficientes para disminuir su presencia (Hotez, 2017).
En paises europeos, a pesar que la enfermedad no es endémica, se han adoptado medidas
gubernamentales como fumigaciones a vectores y diagndstico en hospitales publicos para

controlar la transmisién de la enfermedad (Requena et al., 2014).

Las mayoria de las personas afectadas con esta enfermedad son originarias principalmente
de América Latina; sin embargo, el movimiento de poblaciones infectadas procedentes de
regiones endémicas, ha permitido la presencia de esta enfermedad fuera del continente
americano (WHO, 2021). Antes de 1990, ya se conocia el alto costo social y econémico que
representaba la enfermedad de Chagas en los paises endémicos. Por ejemplo, en 1991 los
gobiernos de Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguay y Uruguay elaboraron y ejecutaron
un plan que tenia como principales objetivos la eliminacion del vector intradomiciliario y
evitar la transmision por medio de transfusiones sanguineas, que dié resultados positivos
(PAHO, 2002). La prevalencia en humanos antes de la implementacion de estas medidas en
Argentina estaba entre 49.6% - 58.7% (Wisnivesky et al., 1985); y actualmente se reportan
prevalencias mucho menores (9.26%) (Colussi et al., 2021). En perros las prevalencias en

America Latina flucttan entre el 10% — 30% (Gurtler y Cardinal, 2015).



En Ecuador la enfermedad de Chagas ha sido reportada en 20 de las 24 provincias, y desde
2013 a 2019, se han confirmado 439 casos en humanos, de los cuales el 75.40% estaban en
fase cronica y el 24.60% en fase aguda. Se ha reportado un incremento estacional de casos
entre los meses de noviembre a febrero y de abril a junio, principalmente en provincias de la
costa y suroeste del pais. Se han detectado muestras seroreactivas a T. cruzi mediante cribado
en bancos de sangre en Ecuador, y debido a la poca cultura de las personas de ser donantes
de sangre, existe la posibilidad de que la seroreactividad en la poblacién sea mayor (Morales,

2021).

2.2 Trypanosoma cruzi

Es un parasito que pertenece al orden Kinetoplastida y a la familia Trypanosomatidae, que
durante su ciclo de vida posee varias formas que pueden identificarse por microscopia optica
en preparaciones tefiidas con Giemsa (Zuma et al., 2021). En T. cruzi se pueden identificar
las siguientes formas: (a) Amastigote, también conocida como esferomastigote,
micromastigote, forma aflagelada o forma leishmanial. (b) Epimastigote, fusiforme de 20 a
40 um. (c) Tripomastigote que tiene una longitud aproximada 25 um y un didmetro de 2 um,
éste puede ser observado en las células de los tejidos, en la sangre del hospedador vertebrado,

en el intestino posterior y heces del vector (Zuma et al., 2021).

T. cruzi no es una sola especie sino que corresponde a dos subgrupos genéticos altamente
divergentes designados como linajes 1 y 2. El linaje 1 predomina en el ciclo doméstico,
mientras que el linaje 2 se presenta principalmente en el ciclo selvatico (Ramirez, 2020). Las
poblaciones de T. cruzi son complejas y se han informado siete unidades discretas de

tipificacion (DTU) denominadas del 1 al VI 'y Tcbat (Zingales, 2018).



2.3 Vectores de la enfermedad de Chagas

Los triatominos son insectos hematdfagos vectores de la enfermedad de Chagas,
pertenecientes al orden Hemiptera, suborden Heteroptera, familia Reduvidae y subfamilia
Triatominae (de Oliveira et al., 2018). Existen 152 especies de triatominos (pertenecientes a
18 géneros) capaces de actuar como potenciales vectores de T. cruzi (da Rosa et al., 2017).
Los triatominos tienen habitos hematdfagos nocturnos y presentan una fase de huevo, cinco
estadios ninfales y la fase adulta (Jurberg y Galvao, 2006). La tasa de infectividad puede
variar entre las especies de chinches triatominos y se ha demostrado que, aunque las especies
domésticas son de inmensa importancia en la transmision del paréasito, los vectores silvestres

tienen niveles mas altos de infectividad (de Oliveira et al., 2018).

En Ecuador se ha reportado la presencia del vector en 18 de las 24 provincias, especialmente
en Manabi y El Oro (Grijalva et al., 2015; Villacis et al., 2014). Se han identificado 17
especies de triatominos, de los cuales Triatoma dimidiata (T. dimidiata) y Rhodnius
ecuadoriensis (R. ecuadoriensis) son considerados los principales vectores de la enfermedad,
encontrandose T. dimidiata en areas domeésticas y peridomésticas (Morales, 2021), mientras
que, R. ecuadoriensis se encuentra en zonas peridomésticas y selvaticas (Suarez et al., 2010).
Es importante mencionar que un alto porcentaje (49%) de estos vectores en zonas endémicas
de Ecuador, se encuentran infectados con T. cruzi (Costales et al., 2015; Grijalva et al., 2012;

Villacis et al., 2015).

En México, la mayoria de los triatominos viven en nidos terrestres, arboreos y en cuevas, los
cuales sobreviven facilmente en habitats con mamiferos silvestres, domésticos y humanos

(Martinez-lbarra et al., 2010; Medina-Torres et al., 2010; Ramsey et al., 2012). Se ha
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encontrado que 19 especies invaden domicilios y s6lo 12 especies silvestres se encuentran
ocasionalmente en asociacion con humanos (Ramsey et al., 2015). Todas las especies de
vectores de T. cruzi epidemioldgicamente relevantes en México se han recolectado durante

todo el afio en paisajes antropogénicos (Ramsey et al., 2012).

Entre las causas mas importantes de la introduccion de especies de triatominos silvestres en
ambientes domeésticos, se encuentran la fragmentacion del héabitat y la disminucién del
alimento, que condicionan a los triatominos a ingresar a zonas domiciliares (Cardozo et al.,
2021). El tipo de material de construccion de las casas, constituye uno de los principales
factores de riesgo asociados a la presencia de los vectores en los hogares (Medina-Torres et
al., 2010). Adicionalmente, la presencia de materiales de construccion en zonas
peridomiciliares, que actian como escondites para los triatominos o la presencia de animales
domésticos cerca de los hogares, también constituyen factores de riesgo (Grijalva et al., 2017;

Grijalva et al., 2015).

2.4 Principales reservorios de Trypanosoma cruzi

Todos los mamiferos pueden ser reservorios de T. cruzi, sin embargo, se considera que los
mas eficaces en la cadena epidemioldgica son los mamiferos de los érdenes Primates,
Didelphimorphia, Chiroptera y Carnivora. Se han reportado aproximadamente 180 especies
de mamiferos que pueden infectarse naturalmente con T. cruzi, de los cuales unos actuan
como reservorios de la enfermedad en el ciclo selvético y otros en el ciclo doméstico (Jansen

et al., 2018).

En el ciclo domeéstico, el reservorio de mayor importancia es el perro, mientras que en el

ciclo selvatico han sido reportadas algunas especies de mamiferos, tales como ratones (Afiez
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y Crisante, 2021), ratas (Ghersi et al., 2020), zorros (Santos et al., 2018), ardillas (Ocafia-
Mayorga et al., 2018), mapaches (Majeau et al., 2020), armadillos (Orozco et al., 2016),
capibaras (Ferrer et al., 2021), murciélagos (Austen y Barbosa, 2021) y zarigiieyas
(Rodriguez-Mongui et al., 2019), esta ultima especie considerada como uno de los

principales reservorios de la enfermedad en este ciclo (Alvarez et al., 2018).

2.5 Patogenia y fases de la enfermedad de Chagas

Durante la primera fase de la enfermedad, la afectacién del miocardio es causada
principalmente por la invasién de parasitos al tejido cardiaco, que desencadena una severa
respuesta inmunitaria e inflamatoria (Hidron et al., 2010). La invasion de los amastigotes al
corazdn se asocia con necrosis coagulativa de los cardiomiocitos y degeneracion hialina de
las fibras musculares, que pueden dar lugar a zonas microisquémicas entre las arterias

coronarias (Strasen et al., 2014).

Los modelos experimentales han demostrado que pueden aparecer cambios en la
microvasculatura, debido a una combinacion de trombos plaquetarios oclusivos y una mayor
produccidn de citocinas e inmunomoduladores, que promueven vasoespasmos Yy agregacion
plaquetaria. Estas alteraciones pueden conducir a una dilatacion del ventriculo izquierdo, con

frecuencia asociada a aneurismas apical e inferobasal (Echeverria y Morillo, 2019).

La fase cronica se caracteriza por miocitolisis e infiltracion linfocitica miocardio. La
inflamacion cardiaca y el dafio tisular subsiguiente estan orquestados por la infiltracién y
activacion de varias células inmunitarias, incluidos polimorfonucleares neutrofilos,

monocitos, macrofagos, polimorfonucleares eosinéfilos, mastocitos, células natural killer
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(NK) y células T y B en el miocardio. Después de una lesion tisular, los monocitos y
macrofagos en el tejido, experimentan cambios fenotipicos y funcionales marcados, y actuan
como reguladores de la reparacion, regeneracion y fibrosis de los tejidos. La alteracion de las
funciones de los macrofagos residentes, asi como la produccion incontrolada de citocinas
inflamatorias, factores de crecimiento y la generacién ineficaz de una respuesta
antiinflamatoria, pueden provocar una reparacion inadecuada, una lesion persistente e

insuficiencia cardiaca (Lafuse et al., 2021).

A medida que la respuesta inmunitaria adaptativa provocada por el parasito controla la
infeccion, a menudo no logra eliminar el parasito. Ademas, variables como la carga
parasitaria durante la fase aguda, el serotipo del parasito, la respuesta inmune y la presencia
0 ausencia de reinfeccion, pueden influir en la afectacion cardiaca durante la etapa cronica

(de Bona et al., 2018).

2.6 Manifestaciones clinicas de la enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas se presenta en dos fases: aguda y cronica. La fase inicial aguda
tiene una duracion aproximada de dos meses posterior a la infeccién; durante esta fase la
carga parasitaria en la sangre es alta, pero en la mayoria de los casos los sintomas estan
ausentes o son leves (Echeverria y Morillo, 2019). Los primeros signos visibles pueden ser
lesiones en la piel (chagoma) o la hinchazén en un ojo (signo de Romafia), incluso pueden
desarrollar miocarditis severa con degeneracion, necrosis e infiltracion de células

inflamatorias (Pino et al., 2021).
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En la etapa cronica uno de los principales 6rganos afectados es el corazon donde un 20% —
30% de los humanos reactivos a T. cruzi puede padecer insuficienca cardiaca y muerte (Mills,
2020). Dentro de la fase cronica, existe la etapa indeterminada en donde la carga parasitaria
en sangre es tan baja que solo puede ser detectada mediante técnicas seroldgicas (Echeverria
y Morillo, 2019). En esta fase no existen signos clinicos evidentes o patognomonicos de la
enfermedad, ni alteraciones que puedan ser diagnosticadas mediante métodos clinicos (Bern,
2015). El 30% de los pacientes desarrollan trastornos cardiacos y el 10% pueden sufrir
alteraciones digestivas (megacolon y megaesdfago) y neuroldgicas, que pueden conducir a
la muerte (Rassi y de Rezende, 2012; WHO, 2021). La miocarditis y la hipertrofia de los

cardiomiocitos, pueden originar insuficiencia cardiaca terminal (Bern, 2015).

2.7 Formas de transmision de la enfermedad de Chagas

2.7.1 Transmisién a traveés de vectores

Esta transmision se realiza a través de vectores de la subfamilia Triatominae y constituye una
de las principales formas de transmision de T. cruzi en los paises latinoamericanos, donde la
enfermedad de Chagas es endémica (WHO, 2021). El vector de T. cruzi es hematéfago, pero
también se puede alimentar de insectos (Sandoval et al., 2004) y plantas (Diaz-Albiter et al.,
2016). Se han reportado aproximadamente unas 152 especies de triatominos, pero sélo unas
pocas son capaces de transmitir el parasito de forma eficiente. Los mas relevantes son los
géneros Triatoma (Triatoma infestans, Triatoma dimidiata, Triatoma brasiliensis), Rhodnius
(Rhodnius prolixus, Rhodnius ecuadoriensis) y Panstrongylus (Panstrongylus megistus,
Panstrongylus rufotuberculatus, Panstrongylus howardi, Panstrongylus geniculatus) (Abad-

Franch et al., 2001; Antinori et al., 2017; Grijalva et al., 2017).
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Esta transmision se realiza a través de las heces del vector, y es por tanto una transmision
estercolaria, cuya probabilidad de contagio a seres humanos es baja (Nouvellet et al., 2013)
en comparacion con la reportada en zarigiieyas (Rodriguez-Mongui et al., 2019) y perros
(Hodo et al., 2019; Nouvellet et al., 2013). Factores como la cantidad de heces defecada
cerca de la zona de la picadura del vector, el hecho de que el hospedador debe rascarse para
llevar las heces infectadas a la herida y el estado inmunitario del hospedador, hacen que la

transmision vectorial, no siempre ocurra (Rabinovich et al., 1990).

2.7.2 Transmision oral

Al ingresar T. cruzi por via oral, los tripomastigotes metaciclicos atraviesan la mucosa del
estomago e invaden las células nucleadas no fagociticas (Yoshida, 2008) y las células
dendriticas (Van Overtvelt et al., 1999). El parasito se puede transmitir al consumir alimentos
0 jugos contaminados con heces de triatominos, carne o sangre de reservorios, alimentos y
bebidas contaminados con secreciones de animales que contienen tripomastigotes
metaciclicos. Los tripomastigotes metaciclicos expresan algunas glicoproteinas de superficie
(gp82 y gp90) que les permite unirse e invadir el epitelio de la mucosa gastrica y modular la
invasion. Posteriormente los tripomastigotes se diferencian en amastigotes y se replican
convirtiéndose en tripomastigotes nuevamente e infectando mas células (Velasquez-Ortiz y
Ramirez, 2020). Después de 3 a 22 dias desde la ingestion, la infeccion oral se caracteriza
por manifestaciones mas graves que las asociadas a la transmision vectorial: fiebre
prolongada, miocarditis aguda con insuficiencia cardiaca y en algunos casos,
meningoencefalitis, con una mortalidad que puede llegar hasta el 33% de los infectados

(Filigheddu et al., 2017).
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La disminucion de las fuentes de alimentacion del vector en estado selvatico, ocasionada por
la destruccion de su nicho ecoldgico, ha originado la presencia de triatominos en los
domicilios, por lo que sus habitos nocturnos, la falta de protecciéon de los alimentos, la
capacidad de T. cruzi de mantenerse vivo durante varias horas en liquidos y la falta de
conocimiento de esta transmision en personas de comunidades en riesgo, podrian provocar
la contaminacion de los alimentos (Cardoso et al., 2006; Monsalve-Lara et al., 2021). En los
perros, la infeccién oral sucede con frecuencia a partir de la ingestién de triatominos

infectados (Arce-Fonseca et al., 2017).

2.7.3 Transmisién por transfusion sanguinea

La infeccion por transfusion sanguinea constituye una de las principales rutas de transmision
en paises no endémicos y es un problema de salud publica a nivel mundial. En la actualidad,
ésta es la segunda causa de transmision de la enfermedad de Chagas, incluso en paises que
cuentan con medidas sanitarias de control (Coura, 2015). Los factores de riesgo estan
relacionados con la prevalencia de la enfermedad en la poblacion de donantes y con la
cantidad de transfusiones que se realicen en una misma persona. Por esta razon los gobiernos
necesitan implementar medidas profilacticas, que permitan el control de la enfermedad a
largo plazo. Por ejemplo, realizar cribados en los bancos de sangre usando dos técnicas para
descartar falsos negativos, y educar a la poblacion y a médicos sobre la enfermedad (Antinori
et al., 2017; Schmunis, 1999). Se estima que la probabilidad de transmisién a través de
transfusidn sanguinea en Latinoamérica es muy variable (10-20%), siendo Bolivia uno de los

paises mas afectados (Antinori et al., 2017; Schmunis et al., 1998; Schmunis, 1999).
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2.7.4 Transmision por transplante de drganos

A pesar que los principales 6rganos diana en la infeccion por T. cruzi son el corazon, el
sistema gastrointestinal y el sistema nervioso (Rassi et al., 2010), el parasito puede ser
encontrado en cualquier otro érgano (Latzke et al., 2017). Por lo tanto, cualquier tejido
proveniente de una persona seropositiva a T. cruzi, constituye un potencial riesgo de
contagio. Sin embargo, existen factores que también influyen, como por ejemplo la carga

parasitaria y el tejido u 6rgano que va a ser transplantado (Kun et al., 2009).

2.7.5 Transmisién congeénita

La transmision congénita de la enfermedad de Chagas es poco frecuente, siendo Venezuela
el primer pais donde se report6 un caso en 1949 (Carlier y Truyens, 2010). Actualmente, la
migracion continua de personas procedentes de paises endémicos de Latinoamérica, ha
ocasionado que la enfermedad esté presente en paises no endémicos, constituyendo un
problema de salud publica, que pone en riesgo la vida del recién nacido (Howard et al., 2014).
Se estima que la probabilidad de transmision congénita es muy variable en las distintas areas
geograficas, con un rango entre 2.7% a 5%, siendo en los paises endémicos, donde existe una

mayor tasa de transmision (Howard et al., 2014; Klein et al., 2021).

2.8 Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi

El ciclo de vida de T. cruzi se realiza en un animal invertebrado y uno vertebrado. El
triatomino infectado con T. cruzi es expulsado en las heces del vector, en forma de
tripomastigotes metaciclicos (fase infectiva) (Murillo, 2019), para posteriormente ingresar a

un hospedador vertebrado, a través de las mucosas y heridas de piel.
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Los tripomastigotes metaciclicos al ingresar al organismo hospedador, invaden las células y
se alojan inicialmente en vacuolas parasitéforas y luego son liberados en el citoplasma de las
células del hospedero, donde se diferencian en amastigotes (forma replicativa) (Murillo,
2019). Estos amastigotes proliferan durante 5 a 6 dias, y posteriormente se diferencian en
tripomastigotes sanguineos, los cuales son liberados a la sangre y linfa, e infectan ganglios,

musculos y otros tejidos.

Los tripomastigotes son ingeridos por los triatominos a partir de animales infectados, y en la
parte anterior del intestino se diferencian en epimastigotes, y en el recto logran finalmente

diferenciarse en tripomastigotes metaciclicos (Tyler y Engman, 2001).

2.9. Rutas de invasion de Trypanosoma cruzi y respuesta inmune del hospedador
La piel lesionada constituye la principal ruta por donde ingresa T. cruzi al hospedero. Romaria
(1943) demostro6 que las mucosas y la piel con solucién de continuidad permitian el inicio de

la infeccion.

La infeccion por via oral es una de las vias méas comunes en animales domésticos y silvestres
(de Noya y Gonzalez, 2015). Los tripomastigotes metaciclicos que ingresan por esta via,
invaden células en la mucosa del estbmago, donde son fagocitadas por macrofagos y células
dendriticas (Van Overtvelt et al., 1999). Este proceso provoca una respuesta inflamatoria,
con presencia de células mononucleares, polimorfonucleares y posteriormente predominio
de células mononucleares (linfocitos B) con produccion de IgA e IgG (Hoft et al., 1996).
Luego se producen citocinas, interferon (IFN) -y y factor de necrosis tumoral (TNF) -, que

ayudan a controlar la infeccion durante la fase aguda (de Meis et al., 2009; Moretti et al.,
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2002); sin embargo, esta accion inmunitaria no es suficiente para eliminar a T. cruzi del
organismo. La respuesta inflamatoria exacerbada podria provocar que otras zonas de la
mucosa gastrica, se destruyan, permitiendo que el parasito se disemine a otros lugares del
organismo (Hoft et al., 1996). Puede ocurrir que el antigeno en la mucosa gastrointestinal o
en el tejido linfoide asociado al intestino, origine una tolerancia, en particular para las
respuestas de las células T, un proceso mediado en gran medida por las citocinas, factor de
crecimiento transformador (TGF) e interleucina (IL) - 10, para contrarrestar el dafio tisular
(Mestecky et al., 2007), lo cual también favorece la diseminacion del paréasito. Por otra parte
las células T CD8" activadas mediante la presentacion de antigenos por células dendriticas
de las placas de Peyer o de nddulos linfaticos mesentéricos, expresan integrinas en su
superficie que le confieren la capacidad de permanecer en los tejidos del intestino y actuar

contra el parasito en esta region (Mora et al., 2005).

Una vez que T. cruzi infecta los tejidos del hospedero, durante la fase aguda se produce una
respuesta inmunitaria, que generalmente es eficaz para cotrolar la carga parasitaria; sin
embargo, no es suficiente para frenar la infeccion y los parasitos persisten en los tejidos del
hospedador durante muchos afios, casi siempre de forma asintomatica (Aradjo y Castro,

2000).

Otro modo de ingreso de T. cruzi lo constituye la mucosa conjuntival, en donde los
tripomastigotes metaciclicos, invaden y se replican a través del conducto nasolagrimal y la
cavidad nasal. Después de que el parasito se replica dentro de las células, se dirigen hacia los

nodulos linfaticos, para posteriormente diseminarse a otros tejidos (Giddings et al., 2006).
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La primera barrera de defensa esta constituida por el sistema inmune innato, el cual esta
compuesto principalmente por un sistema de complemento y un conjunto de proteinas de fase
aguda, que actuan como respuesta al dafio tisular o a procesos inflamatorios. Las células que
participan son macrofagos, células NK y células dendriticas, que reconocen a los
microorganismos, presentan el antigeno del parésito y permiten la liberacion de citocinas
como interleucinas IL-1, IL-6, IL-12 y TNF-a, confiriendo la capacidad de iniciar una

respuesta especifica adquirida (Abbas et al., 2020).

Cuando T. cruzi ingresa por la piel con solucién de continuidad, 4 6 5 dias después aparece
un infiltrado de células polimorfonucleares neutréfilos, linfocitos y macréfagos en el sitio de
inoculacién. Se ha demostrado que la carga parasitaria inicial en la fase aguda, influye en la

posterior activacion del sistema inmune durante la fase crénica (Marinho et al., 1999).

El desarrollo de la forma cardiaca en la enfermedad crénica, esta relacionada con una
respuesta T helper (Th) 1 que ocurrid durante la fase aguda de la enfermedad. Por otra parte
inmediatamente después de la infeccion, puede ocurrir una respuesta Thl y Th2, que puede
conllevar al desarrollo de una fase indeterminada (Guedes et al., 2009). La infeccion
desencadena una respuesta inmune predominantemente de tipo Th1l, tanto en el miocardio
como periféricamente. Esta respuesta se caracteriza por la expresion del factor de
transcripcion de células Thl, Thet y la produccién de citocinas Thl (IFN-y, IL-2, IL-12 y
TNF-a), que se acompaian de citocinas asociadas con Th2 (proteina de union GATA-3, IL-
4 e IL-10) y respuestas Th17 (IL-17) (Bonney et al., 2019). En los individuos con infeccién
cronica, que presentan enfermedad cardiaca, se producen niveles més altos de IFN-y, TNF-a

e IL-6 y niveles mas bajos de IL-4 e IL-10, que aquellos en la fase indeterminada. Esto
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promueve la diferenciacién y proliferacion de Thi en las células T CD4", lo que conduce a
la activacion de las respuestas antiparasitarias por las células T CD8" y los macréfagos

(Guedes et al., 2010).

Dentro del compartimento de células T CD4", tanto la inmunidad Th1 como la Th17 protegen
contra la infeccion por T. cruzi, aunque también pueden contribuir a la inflamacion y
aumentar la gravedad de las lesiones cardiacas. Los niveles de IFN-y, IL-2 e 1L-10 pueden
estar asociados a riesgos de arritmia y muerte subita en pacientes con Chagas, y los niveles
elevados de IL-2 se correlacionan mas fuertemente con un alto riesgo de muerte (Bonney et

al., 2019).

La exposicion a cepas de baja virulencia de T. cruzi desencadena la regulacion positiva del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase | y Il en las células dendriticas, lo
que conduce a una mayor produccién de IL-6, IL-12 y TNF-a, que promueven la activacion
y proliferacion de células Thy células T efectoras. Por el contrario, algunas cepas de paréasitos
logran altos niveles de virulencia que son capaces de estimular células dendriticas, para
regular una baja la expresion de moléculas del MHC de clase | y |1, al tiempo que aumentan

la expresion de IL-10 y TGF-B (Gil-Jaramillo et al., 2016).

Algunos mecanismos desconocidos modulan la produccion de IL-2 por parte de las células
T, hacia una concentracion baja al principio de la enfermedad por mecanismos desconocidos,
y permanece asi durante la fase cronica de la enfermedad. La IL-2 activa las células NK, las
células T CD4", T CD8"y puede ser necesaria para el desarrollo de la inmunidad; por tanto,
la IL-2 puede ser una citoquina clave implicada en promover o regular negativamente las

respuestas inmunitarias (Nihei et al., 2021).
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La infeccion por T. cruzi también desencadena la produccion de una serie de autoanticuerpos
potencialmente perjudiciales. Los anticuerpos de las personas con infeccidn cronica pueden
unirse a los miocitos cardiacos y causar dafio a través de la citotoxicidad dependiente de
anticuerpos, lo que conlleva a la liberacion de creatinfosfoquinasa (Bonney et al., 2011). Los
altos niveles de autoanticuerpos que reaccionan de forma cruzada con la miosina cardiaca
(anti-B13) y los receptores B-adrenérgicos (anti-B1AR y anti-p2f), estan relacionados con la
gravedad de la enfermedad en pacientes con enfermedad de Chagas en fase crénica, siendo
méas abundantes en aquellos que experimentan miocardiopatia dilatada e insuficiencia
cardiaca sistolica. Los autoanticuerpos también pueden contribuir a cambios patoldgicos en

el corazon al interrumpir la conduccion eléctrica (Rodeles et al., 2016).

2.10 Diagnéstico de la enfermedad de Chagas

El diagndstico en la fase aguda se puede realizar a través de técnicas moleculares como PCR
(en suero sanguineo, biopsias del hospedero o del material intestinal del triatomino) (Herrera
etal., 2021), o con métodos parasitoldgicos directos e indirectos. Entre los métodos directos,
estan la visualizacion del parasito por medio de frotis de sangre, la observacion directa en
sangre fresca (Alvarez et al., 2018), y la observacion directa del parasito en material intestinal
del vector (Herrera et al., 2021). EI examen microscépico en tubos de microhematocrito a
través del método rotatorio, se ha propuesto como la técnica de oro para el diagnéstico de
enfermedad de Chagas aguda y congénita. (Alvarez et al., 2018; Vera-Ku et al., 2019). Los

métodos indirectos incluyen xenodiagnéstico y cultivo celular (Alvarez et al., 2018).
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En la fase cronica de la enfermedad, los métodos mas adecuados tienen fundamento
serologico y dentro de estos tenemos ELISA (ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas),
inmunofluorescencia indirecta (IF1), hemaglutinacion indirecta y Western blot (Alvarez et

al., 2018).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) recomienda el uso de dos pruebas basadas en
distintos principios inmunoldgicos, (hemaglutinacion indirecta, inmunofluorescencia
indirecta 0 ELISA) para el diagnostico de la enfermedad, y si existiesen resultados

discordantes, se debe realizar una tercera técnica (Otani et al., 2009; WHO, 2002).

2.11 Tratamiento de la enfermedad de Chagas

A pesar que la enfermedad de Chagas fue descubierta hace mas de 100 afios, se han realizado
pocos avances con respecto a la terapia farmacologica, probablemente porque al ser una
enfermedad asociada a la pobreza, a las grandes industrias farmaceuticas no les ha interesado
invertir en la misma (Cohen et al., 2014). Actualmente el nifurtimox y benznidazol son los
dos Unicos farmacos que estan disponibles para ser usados en la etapa de fase aguda; sin
embargo, estan siendo estudiadas nuevas moléculas cuya eficacia necesita ser comprobada
para ser utilizadas oficialmente como nuevo farmaco para el tratamiento de esta enfermedad
(Scarim et al., 2018), y que no provoguen los efectos secundarios que el nifurtimox y
benznidazol ocasionan. Se ha utilizado como tratamiento alternativo para la eliminacion del
parasito, nanoparticulas de plata (nanoxilanos) que contienen 81% de xilano y 19% de plata;
estas nanoparticulas causaron la muerte de T. cruzi por induccién del mecanismo de necrosis

(Brito et al., 2020).
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2.12 Otras enfermedades transmitidas por vectores

Las enfermedades transmitidas por vectores (ETV), constituyen un grupo de enfermedades
cuyos agentes etioldgicos son propagados por una gran variedad de insectos hematofagos,
como mosquitos, flebotomos, garrapatas y triatominos. Estas enfermedades por lo general
estan ligadas a la pobreza, donde las malas condiciones socioecondmicas, perpettan la
enfermedad. Ademaés, factores como el cambio climatico, la agricultura y ganaderia
intensiva, los movimientos migratorios de personas y la deforestacion, han ocasionado que

estas patologias se propaguen en zonas urbanas, periurbanas y rurales (WHO, 2020).

Se ha sefialado al efecto de dilucién como un mecanismo de dispersion de patégenos, inhibida
frente a la biodiversidad de hospedadores (Keesing et al., 2010). De manera que las medidas
de preservacion de los ecosistemas, permiten que ciertos patégenos se mantengan limitados
a ciertos hospederos selvaticos. Adicionalmente, se debe considerar la posibilidad de que los
perros se pueden convertir en reservorios domesticos de enfermedades zoonoticas, y por lo
tanto también en centinelas de ETV. Un diagndstico apropiado y oportuno de estas patologias
en esta especie, permitiran resolver y tomar medidas adecuadas de control, para evitar la

propagacion a los humanos.

En la década de los 50 y 60, en algunos paises se logré detener la propagacion de muchas de
estas enfermedades, a través del control de vectores; esto ocasiono que las ETV, dejaran de
ser de importancia para la salud pablica, lo que a su vez provoco un nuevo rebrote de las
enfermedades y sus vectores. Actualmente, el control de vectores es una de las medidas mas

eficaces, para contener estas patologias (WHO, 2020); sin embargo, esta medida debe
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complementarse con el control de la enfermedad en los perros (Castillo-Neyra et al., 2015).
Varias ETV afectan a los perros de distintas zonas en Ecuador, entre ellas estan: la
enfermedad de Chagas, ehrlichiosis, anaplasmosis y dirofilariosis (Adams et al., 2016;

Moran-Loor, 2006; Rivadeneira et al., 2021).

La coinfeccion con multiples ETV en perros, podria ser méas frecuente en areas endémicas
(Bowman et al., 2009). Un estudio seroldgico retrospectivo realizado en América del Norte
y el Caribe, detectd exposicion a cinco patdgenos transmitidos por vectores en perros
(Qurollo et al., 2014). Yancey et al. (2014) identificaron que el 16,5% de las muestras de
perros de Estados Unidos eran seropositivas para mas de un patdégeno. En Argelia, las
coinfecciones por A. phagocytophilum fueron mas altas en perros callejeros que en perros
que poseian tutores (Azzag et al., 2015). La coinfeccion con Borrelia burgdorferi (B.
burgdorferi) y A. phagocytophilum se describe con frecuencia en perros, probablemente
porque los patdgenos son transmitidos por garrapatas Ixodides y se mantienen en ciclos

selvaticos con el mismo reservorio de roedores (El-Hamiani et al., 2021).

2.12.1 Ehrlichiosis

El agente causal de la ehrlichiosis es Ehrlichia spp., una bacteria intracelular obligada que
afecta principalmente a células hematopoyéticas. En perros, Ehrlichia canis (E. canis)
provoca la ehrlichiosis monocitica canina, que fue inicialmente descrita en 1935 (Donatien y
Lestoquard, 1935), teniendo como principal vector bioldgico a la garrapata marron del perro,
Rhipicephalus sanguineus (R. sanguineus) (Dantas-Torres, 2010). La infeccion puede

presentarse en forma aguda, subclinica o cronica. Muchos perros en etapa aguda, logran
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sobreponerse, pero otros desarrollan una etapa cronica que podria tener consecuencias
irreversibles a nivel medular debido a la presencia de pancitopenia (Mylonakis et al., 2019).
Los signos clinicos generales incluyen fiebre subita, malestar general, mialgias y artralgias

(Sainz et al., 2015).

La ehrlichiosis es una enfermedad zoonotica que ha sido detectada en humanos (Echeverri et
al., 2021) y en bancos de sangre (Bouza et al., 2017). En perros de América los rangos de
prevalencia fluctian entre el 5.2% al 56.75%, y se ha reportado en Estados Unidos, Canada
(Evason et al., 2019; Gettings et al., 2020; Little et al., 2021), México (Ojeda-Chi et al.,
2019), Paraguay (Pérez et al., 2019), Colombia (Pesapane et al., 2019) y en Ecuador (Adams

et al., 2016; Moran-Loor, 2006; Rivadeneira et al., 2021).

2.12.2 Anaplasmosis

Anaplasma spp., es una bacteria intracelular obligada que produce la anaplasmosis,
enfermedad que afecta a perros y humanos, y que invade principalmente leucocitos y
plaquetas (Dolz et al., 2013). En humanos produce la anaplasmosis granulocitica humana
(Ismail et al., 2010); y en perros, A. phagocytophilum y A. platys, provocan la anaplasmosis
granulocitica canina y la anaplasmosis trombocitica respectivamente (Sainz et al., 2015). Las
garrapatas del género Ixodes y Amblyomma, son consideradas los vectores de Anaplasma
phagocytophilum. Los signos clinicos de estas enfermedadades consisten en fiebre, letargia,
inapetencia, vomitos, diarrea, y los cambios hematoldgicos y bioguimicos incluyen anemia,
trombocitopenia, leucopenia, aumento de enzimas hepaticas, hipoalbuminemia e

hipergammaglobulinemia (Dolz et al., 2013; Sainz et al., 2015).
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A. phagocytophilum infecta y sobrevive dentro de los polimorfonucleares neutréfilos al
evadir la respuesta inmunitaria especifica. Ademas, la compleja interaccion entre la bacteria
y el sistema inmunoldgico del hospedador infectado contribuye a inducir lesiones
inflamatorias. Pueden producirse coinfecciones con otros patdgenos transmitidos por
garrapatas, especialmente con B. burgdorferi, lo que complica la presentacion clinica, el
diagnostico y la respuesta al tratamiento. Debido a su proximidad a los humanos, los perros
son potenciales centinelas de la transmision de patdgenos transmitidos por vectores (El-

Hamiani et al., 2021).

Puede identificarse una fase aguda con signos clinicos que aparecen durante la fase
bacteriémica y con una duracion variable de 1 a 14 dias (promedio de 3 dias) (Eberts et al.,
2011). La infeccion cronica por A. phagocytophilum no se ha demostrado en perros
infectados naturalmente (Hovius et al., 2018); por el contrario, los estudios experimentales
mostraron una infeccion persistente en perros durante mas de varios meses hasta casi un afio
(Contreras et al., 2018; Nair et al., 2016). La prevalencia de la enfermedad en perros de
Latinoamérica y Norteamérica, fluctia entre 7.3% a 22% (Adams et al., 2016; Little et al.,
2021; Pérez et al., 2019; Pesapane et al., 2019). En Estados Unidos se ha reportado un
aumento de casos de esta enfermedad de 1.4 a 3.0 casos/millon de personas (Dahlgren et al.,

2011).

2.12.3 Dirofilariosis

La dirofilariosis, es una enfermedad de interés en salud publica muy frecuente en America,

que se transmite por diferentes especies de mosquitos (Culex spp., Aedes spp., y Anopheles
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spp., entre otros) (McCall et al., 2008). El agente causal de la dirofilariosis canina en América
es Dirofilaria immitis (D. immitis), un gusano que se aloja en las arterias pulmonares y el
corazdn de las mascotas afectadas, causando enfermedad pulmonar severa, insuficiencia
cardiaca y dafios en otros organos del cuerpo (Carreton et al., 2014). En humanos puede
originar nddulos en los pulmones (Dantas-Torres y Otranto, 2013) y es una enfermedad que
debe ser considerada en viajeros, debido a los riesgos de contagio que tienen al llegar a paises

donde se reporta la enfermedad (Diaz, 2015).

Los cambios inflamatorios asociados con la enfermedad aparecen cuando los parésitos
mueren, ya sea de forma natural o como consecuencia de un tratamiento farmacolédgico
especifico. El reciente "redescubrimiento” de la presencia de endosimbiontes bacterianos
pertenecientes al género Wolbachia con D. immitis, ha llevado a un cambio revolucionario
en la interpretacion de los estudios relacionados con los gusanos filariales y en particular de
la patogenia de la infeccion (Sironi et al., 1995). Existe una relacion entre la intensidad de la
respuesta humoral a D. immitis y el estado parasitoldgico de perros con dirofilariosis.
Marcos-Atxutegi et al. (2004) realizaron una investigacion en perros infectados de forma
natural y reportaron que los perros con microfilaremia presentan una mayor respuesta de
anticuerpos IgG frente a antigenos de D. immitis y Wolbachia gue en infecciones caninas sin

microfilarias.

La prevalencia de la dirofilariosis en perros en Latinoamerica, fluctta entre 1.63% y 60%
(Maggi y Kramer, 2019). En algunos paises del mundo la prevalencia ha disminuido, por

ejemplo en el norte de Italia disminuyo del > 40% (Guerrero et al., 1989) a 8% (Gettings et
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al., 2020); mientras que en las islas Canarias (Espafa) la disminucion fue del 30% al 19%

(Montoya-Alonso et al., 2010) y en Japén del 46% al 23% (Oi et al., 2014).

2.12.4 Enfermedad de Lyme

La enfermedad de Lyme o borreliosis es una enfermedad zoondtica causada por B.
burgdorferi, transmitida por la garrapata Ixodes scapularis, siendo las principales
afectaciones poliartritis, insuficiencia renal y arritmia cardiaca (Summers et al., 2005). La
artritis es consecuencia de una respuesta inmune proinflamatoria exacerbada durante la fase
de infeccion, que persiste en el periodo pos-infeccioso. Esta respuesta se caracteriza por altas
cantidades de IFN - y y cantidades inadecuadas de la citoquina antiinflamatoria IL-10. Las
consecuencias de esta respuesta proinflamatoria desregulada en la membrana sinovial
incluyen reparacion tisular alterada, dafio vascular, procesos autoinmunes y citotoxicos
(Lochhead et al., 2021). En la enfermedad de Lyme, existe una mayor permeabilidad
vascular, que conlleva a una mayor respuesta inflamatoria y migracion de B. burgdorferi, lo
que da como resultado mas complicaciones en las manifistaciones clinicas (Grab et al.,

2007).

2.12.5 Diagnéstico de ETV

El diagnostico de ehrlichiosis y anaplasmosis, se puede realizar a través de la observacion de
morulas en frotis de sangre periférica. Es una técnica econdmica, pero la visualizacion de las
morulas, no siempre es facil y pueden ser confundidas con otro tipo de inclusiones. También
existen pruebas serologicas, pero se debe de tener en cuenta que los anticuerpos se presentan

después de dos semanas del inicio de los signos clinicos y estos pueden durar hasta 8 meses.
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Otras opciones usadas para el diagnostico de la ehrlichiosis y anaplasmosis, son las técnicas
moleculares como PCR, que detecta el ADN de la bacteria y mediante la secuenciacion, se

puede determinar la especie (Dolz et al., 2013; Sainz et al., 2015).

Para el diagnostico de la dirofilariasis en perros, se recomienda realizar pruebas anualmente,
especialmente en zonas endémicas de la enfermedad. Entre las pruebas mas utilizadas se
encuentra el test de Knott, que detecta las microfilarias, y las pruebas de antigenos (ELISA
e inmunocromatografia), que detectan una proteina liberada por la hembra adulta de D.
immitis (Society, 2018). Una de las limitaciones de algunas pruebas seroldgicas radica en la
posible reactividad cruzada entre los antigenos de D. immitis y de otros parasitos como
ascaridos y anquilostomas (Ciuca et al., 2016). En humanos se ha informado que la mayoria
de las personas expuestas a la infeccion por D. immitis producen anticuerpos contra la
proteina de superficie de Wolbachia. Dado que Wolbachia esta presente en muchas ocasiones
en infestaciones con D. immitis, la presencia de anticuerpos contra la proteina de superficie
de Wolbachia, seria muy sugestiva de exposicion a Dirofilaria spp. en humanos que viven
en areas endémicas (Cabrera et al., 2018). También se pueden utlizar técnicas moleculares
como PCR, que detecta el ADN del D. immitis (Tahir et al., 2017). Otros métodos
complementarios son los estudios radiograficos, que permiten visualizar alteraciones
cardiopulmonares, y la ecocardiografia que permite observar las dirofilarias adultas y las

patologias cardiacas (Society, 2018).

El diagnéstico de enfermedad de Lyme, puede confirmarse mediante cultivo o PCR; sin
embargo, la recuperacion de los microorganismos por cultivo se ve afectada por la baja

sensibilidad y la necesidad de un medio de cultivo especializado y periodos de incubacion
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prolongados (Speck et al., 2007). Ademas, la deteccion del ADN de B. burgdorferi mediante
PCR se ve obstaculizada por el bajo nimero de espiroquetas en las muestras clinicas. Por lo
tanto, proporcionar evidencia indirecta de infeccion mediante la deteccion de anticuerpos
formados contra las espiroquetas es, hasta la fecha, el método de laboratorio mas comdn para
detectar la enfermedad de Lyme en perros (Oldenburg et al., 2020). La evaluacién de ELISA
basado en diferentes antigenos mostraron una sensibilidad y especificidad de 94.4% y 99.6%
respectivamente, para el antigeno C6 (Levy et al., 2002), mientras que otro grupo de
investigadores informé una sensibilidad y especificidad de 98.6% y 91.9% respectivamente,

para ELISA con péptidos sintéticos (Jacobson et al., 1996).

2.12 Proteinas de fase aguda

La respuesta de fase aguda (RFA) es un proceso fisiolégico que se produce como mecanismo
de defensa de un organismo ante un dafio o lesion y en el que inicialmente participan células
como macrofagos, monocitos y células dendriticas. Esta respuesta forma parte del sistema
inmunitario innato, en el que también estd involucrada la formacion de citocinas
proinflamatorias, las cuales estimulan los hepatocitos, para producir proteinas de fase aguda
(Cray, 2012). La presencia de citocinas, también producen una serie de cambios a nivel
nervioso y enddcrino, que dan como resultado la produccion de glucocorticoides y de

leucocitos (Borghetti et al., 2009).

Las proteinas de fase aguda (PFA) son proteinas séricas que se presentan como respuesta de
fase aguda ante un proceso inflamatorio (Baumann y Gauldie, 1994); las variaciones de las

concentraciones de estas proteinas en la sangre, se producen por diversas causas como
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infecciones, inflamaciones, estrés, desordenes inmunologicos, procesos neoplasicos,

traumatismos e infecciones parasitarias (Cray, 2012).

La sintesis de las PFA se da principalmente en el higado y su produccién esta controlada por
las citocinas (IL1, IL6 y TNF-a); sin embargo, se ha encontrado que algunos érganos como
por ejemplo los pulmones, intestinos vy el tejido adiposo, también pueden sintetizar algunas
de estas proteinas (Kaneko et al., 2008). En medicina veterinaria su cuantificacion ha
permitido obtener informacion util para la deteccion de enfermedades subclinicas, el
diagndstico, monitorizacion de niveles de estrés, seguimiento de procesos inflamatorios
cronicos y prondstico de varias enfermedades (Ceron et al., 2008; Cray, 2012; Eckersall y

Schmidt, 2014).

Las PFA se clasifican en positivas y negativas, segtn la respuesta ante un estimulo. Entre las
PFA positivas tenemos a la proteina C reactiva (CRP), haptoglobina (Hp), amiloide A sérico
(SAA), alfa-1 glicoproteina acida (AGP) y ceruloplasmina, cuyos valores aumentan al
producirse el estimulo; y entre las PFA negativas tenemos la albumina, paraoxonasa-1 (PON-
1), transferrina, cuyos valores disminuyen después de un estimulo (Ceron et al., 2005;

Heinrich et al., 1990).

Adicionalmente, las PFA se dividen en funcion de la magnitud del aumento en principales,
moderadas y de respuesta menor (Murata et al., 2004). Las PFA principales, son aquellas que
pueden aumentar de 10 a 1000 veces su valor dentro de las 24 a 48 horas del estimulo; las
PFA moderadas pueden aumentar de 5 a 10 veces, después de tres dias del estimulo y las

PFA de respuesta menor, son aquellas que aumentan a menos del doble (Cray, 2012). En el
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perro, la CRP y SAA, son proteinas de fase aguda mayores ya que aumentan hasta 1000 veces
su concentracion normal, mientras que la ceruloplasmina, AGP, fibrindgeno, y Hp son
proteinas que aumentan su concentracion 2 o 3 veces su valor (Cray, 2012; Martinez-Subiela

etal., 2001).

2.12.1 Proteina C Reactiva

Esta proteina fue llamada asi por su capacidad para unirse al polisacarido C de Pneumococcus
pneumoniae (Pepys, 1981). Su principal principal funcion es defender al hospedero contra
los patdgenos, eliminando células apoptoticas y necrdticas, protegiéndolo contra la
inflamacion y el dafio tisular (\Volanakis, 2001). La elevacion de los valores de CRP, ha sido
asociada con mayores probabilidades de mortalidad, aumento del tiempo de hospitalizacion
y es considerada una de las principales PFA en perros (Cray, 2012). Se ha observado aumento
de CRP en suero sanguineo de perros, en infecciones ocasionadas por Bordetella
bronchiseptica, E. canis, Escherichia coli y en enfermedades como babesiosis,

leishmaniosis, leptospirosis, parvovirosis y tripanosomiasis (Ceron et al., 2005).

2.12.2 Haptoglobina

La Hp es una PFA que se encuentra en el plasma de todos los mamiferos, se une a la
hemoglobina libre e inhibe la actividad oxidativa en lipidos y proteinas, protegiendo a los
tejidos de este dafio. La sintesis de Hp no s0lo se realiza en el higado, sino también en los
pulmones y adipocitos (Dobryszycka, 1997; Friedrichs et al., 1995). En perros es considerada
una PFA moderada (Conner et al.,, 1988) y puede usarse como marcador de

diagnostico/pronostico de inflamacion (Martinez-Subiela et al., 2002). La Hp puede elevarse

33



por la accion de glucocorticoides y por esta razon puede utilizarse como prueba de tamizaje

para el sindrome de Cushing (Martinez-Subiela et al., 2004).

2.12. 3 Ferritina
Es una proteina que almacena el hierro intracelular y sus concentraciones séricas no solo
varian por las reservas de hierro en el organismo, sino también por afectaciones clinicas

patoldgicas presentes en humanos y en animales (Eijk, 1998; Martinez-Subiela et al., 2014b).

2.12.4 Paraoxonasa-1

Es una PFA sintetizada en el higado y su funcion principal es la disminucion de productos
resultantes de la peroxidacion de lipidos (Mackness et al., 1991). Desempeiia un papel
importante en la respuesta inflamatoria vascular (Martinelli et al., 2013), actla en procesos
contra el envenenamiento por organofosforados (James, 2006), y también es usado como
biomarcador de enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo, inflamacion y

enfermedades hepaticas (Cerén et al., 2014).

2.13 Estudio de las PFA en enfermedades transmitidas por vectores en perros

Los perros son considerados centinelas de la enfermedad de Chagas y constituyen el modelo
biol6gico mas adecuado para el estudio de esta patologia en el hombre (de Lana y Giunchetti,
2021; Guedes et al., 2012). En humanos se han estudiado las PFA en esta enfermedad (Lopez
et al., 2006; Medrano-Mercado et al., 1996); sin embargo, en perros solamente se ha

estudiado en infeccion por Trypanosoma brucei (Ndung’u et al., 1991).
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En la ehrlichiosis monocitica canina, se producen cambios significativos de la CRP, Hp,
ferritina y PON-1 (Karnezi et al., 2016). En la ehrlichiosis canina, la CRP, AGP, Hp, sirven
como marcadores Utiles para establecer en qué fase clinica de la enfermedad esta el paciente
y permiten evaluar el dafio producido por E. canis (Mylonakis et al., 2011; Rikihisa et al.,

1994).

En la dirofilariosis, la CRP y Hp, podrian funcionar como biomarcadores tempranos de la
respuesta inflamatoria (Carretén et al., 2017); es asi que la CRP muestra un aumento
significativo, mientras que la albdmina y la PON-1 muestran una disminucién en su
concentracion (Méndez et al., 2014). La respuesta al tratamiento de esta enfermedad también
ha sido evaluada, mostrando una disminucion de CRP y Hp en perros con respuesta favorable

al tratamiento (Méndez et al., 2015).

En la leishmaniosis ocurre un aumento en la concentracion de CRP, Hp y ferritina y la
disminucion de PON-1 y albumina (Martinez-Subiela et al., 2014b; Martinez-Subiela et al.,
2011; Martinez-Subiela et al., 2002); ademas se han usado las PFA para evaluar la respuesta

al tratamiento (Martinez-Subiela et al., 2003; Martinez-Subiela et al., 2016).

En la babesiosis canina, causada por Babesia canis, se produce un aumento en la
concentracion de CRP, SAA y disminucion de PON-1. Adicionalmente, estas proteinas son
usadas para el seguimiento de una respuesta al tratamiento (Matijatko et al., 2007; Milanovi¢

et al., 2020).
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2.14 Marcadores de estrés oxidativo

Se puede definir al estrés oxidativo como una alteracion del equilibrio prooxidante —
antioxidante, a favor del primero, en células y tejidos. El estrés oxidativo podria ser
consecuencia de la disminucion de las enzimas antioxidantes, de los niveles antioxidantes o
de los defectos de la maquinaria antioxidante para expresar genes antioxidantes (Sies, 2015).
Actualmente se define al estrés oxidativo, como una interrupcion en la sefializacion y el

control redox (reaccion de oxidacién-reduccion) (Apak et al., 2018).

Los prooxidantes son compuestos de origen enddgeno o exdgenos, que pueden provocar dafio
oxidativo a macromoléculas bioldgicas involucradas en diferentes enfermedades, entre los
cuales tenemos a las especies reactivas de oxigeno (ROS) y especies reactivas de nitrogeno
(RNS) (Kehrer y Klotz, 2015; Rubio y Ceron, 2021). Los antioxidantes son proteinas,
enzimas o0 moléculas de menor tamarfio, naturales o sintéticas, que inhiben o retardan el dafio
oxidativo causado por oxidantes fisiologicos (ROS, RNS vy radicales libres), y entre estos
tenemos vitaminas como el &cido ascorbico, a-tocoferol y enzimas como glutation peroxidasa
y catalasa (Apak et al., 2018). Un biomarcador de estrés oxidativo se define como cualquier
sustancia, estructura, o proceso que puede medirse en el cuerpo, que podria predecir el

resultado de una enfermedad (WHO, 2001).

Uno de los métodos o ensayos individuales utilizados para evaluar el estrés oxidativo lo
constituye la medicion de tiol libre en suero, y su nivel circulante puede reflejar el estado de

redox sistémico, siendo susceptibles de modulacion terapéutica (Koning et al., 2016).

TAC es un ensayo global que determina el balance entre los antioxidantes y los oxidantes en

las muestras bioldgicas y a su vez se puede medir a través de diferentes ensayos. Uno de estos
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ensayos es CUPRAC, que mide la facultad de los antioxidantes de una muestra de suero, en

presencia de un agente quelante, de reducir el Cu?* a Cu'*, formando un complejo estable.

El estrés oxidativo también esta implicado en el desarrollo de insuficiencia cardiaca, por lo
que la identificacion de cambios en biomarcadores de estrés oxidativo involucrado en la
enfermedad de Chagas podria proporcionar mayor comprension del dafio cardiaco en
pacientes cronicos chagasicos (Wen et al., 2014). EIl empleo de estas moléculas indicadoras
de estrés oxidativo involucradas en los procesos de infeccion constituyen una alternativa para

el diagndstico de la enfermedad de Chagas.

2.14.1 Estudio de marcadores de estrés oxidativos en perros

Bottari et al. (2016) realizaron un estudio en perros infectados naturalmente con E. canis,
donde se evaluo el perfil oxidativo de productos de oxidacion avanzada de proteinas (AOPP),
y la capacidad de reduccion férrica del plasma (FRAP), encontrandose elevacién del estado
oxidante, especialmente en fase aguda, ocurriendo lo contrario en la fase subclinica. En otro
estudio en perros infectados naturalmente con E. canis, se determinaron marcadores de estrés
oxidativo en fase clinica y subclinica de la enfermedad y se observé lo siguiente: disminucion
significativa de CUPRAC, FRAP y tiol en ehrlichiosis subclinica en comparacion con perros
sanos; en cambio las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) y oxidacion ferrosa
en xilenol naranja (FOX) no mostraron diferencias significativas; ademas, se observo un
aumento significativo de ROS en perros con ehrlichiosis clinica y subclinica en comparacion

con perros sanos (Rubio et al., 2017c¢).

Se han realizado varios estudios relacionados con biomarcadores de estrés oxidativo en otras

enfermedades. En perros con enfermedad inflamatoria intestinal idiopatica, se evaluo un
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panel de biomarcadores antioxidantes, donde se pudo observar una disminucion de TAC
(medida por los ensayos TEAC, CUPRAC) vy tiol, mientras que el valor de FRAP no
disminuy6 (Rubio et al., 2017b). En un estudio comparativo entre perros atopicos y perros
sanos, se encontrd que los valores de TEAC, CUPRAC v tiol fueron mas bajos en perros
atopicos, mientras que los valores de FRAP y FOX aumentaron significativamente (Almela
et al., 2018). Los perros con leishmaniosis sintomética presentaron valores mas bajos de
FRAP comparados con perros sanos (Rubio et al., 2017a). En perros con dirofilariosis, no se
encontraron variaciones en la concentracion de glutation peroxidasa y TAC al ser

comparados con perros sanos (Carretén et al., 2017).
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1. JUSTIFICACION

De acuerdo a la OMS la enfermedad de Chagas, cuyos vectores son los triatominos, es
considerada una enfermedad desatendida y asociada a la pobreza, especialmente en
Latinoamérica. La migracion y otros factores como la donacion de sangre y el transplante de

organos, han permitido que paises no endémicos, detecten la enfermedad en su poblacion.

A nivel mundial existen personas que estan infectadas por T. cruzi, y a pesar de los esfuerzos
de organismos internacionales como la OMS, en cooperacion con paises del Cono Sur,
Centroamérica y la Comunidad Andina, por controlar la enfermedad, ain persiste en algunos
lugares. Uno de los principales problemas para controlar la enfermedad, reside en que en la
transmision y propagacion interactlan varias especies de triatominos y varios hospederos,

tanto en el ciclo silvestre, como en el doméstico, en el cual el perro es el principal reservorio.

Actualmente se han desarrollado varios mecanismos para prevenir y controlar la enfermedad
entre los cuales se encuentran el control de vectores, cribado universal en los bancos de
sangre, cribado de oOrganos donados para transplantes, desarrollo de actividades de
informacidn a personas en riesgo y que estas tengan acceso al diagnostico, siendo este ultimo
aspecto, un mecanismo que detecta la enfermedad cuando los signos clinicos estan presentes
y ausentes. El diagndstico temprano en humanos y perros, y el tratamiento oportuno de
personas con riesgo de contraer la enfermedad, eventualmente permitira disminuir los dafios

provocados por T. cruzi.

Las proteinas de fase aguda y los marcadores de estrés oxidativo, son moléculas séricas que

aumentan o disminuyen su valor, ante un proceso infeccioso o inflamatorio, en fase clinicay

39



subclinica. El estudio de las proteinas y marcadores de estrés oxidativo, ha sido aplicado
tanto en medicina humana como en veterinaria, en una gran diversidad de enfermedades,
pero se requiere ampliar mas las investigaciones en la enfermedad de Chagas sola o en
coinfeccion con otras ETV. Conocer esta informacion en pacientes infectados,
probablemente permitira prevenir el dafio producido por la respuesta inflamatoria de la
enfermedad en la fase aguda, reducir el costo médico y evitar la disminucion de productividad

que implica esta enfermedad principalmente en la fase cronica.

El estudio de las PFA y marcadores de estrés oxidativo en la enfermedad de Chagas con y
sin coinfeccion con otras ETV, ayudaré al diagnostico de las mismas y permitird implementar
medidas de control, que logren disminuir el impacto que tiene esta enfermedad en la salud

publica y en la economia de las comunidades afectadas.
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IV. HIPOTESIS

La medicidn de los niveles de las proteinas de fase aguda y marcadores de estrés oxidativo
en perros infectados naturalmente con Trypanosoma cruzi, con y sin coinfeccion con
Ehrlichia canis, Ehrlichia ewingii, Anaplasma phagocytophilum, Anaplasma platys,
Borrelia burgdorferi y Dirofilaria immitis ayudara en el diagndstico y prevencion de la

enfermedad de Chagas.
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General

V. OBJETIVOS

Determinar las concentraciones de proteinas de fase aguda y marcadores de estrés

oxidativo en perros infectados naturalmente con Trypanosoma cruzi, con y sin

coinfeccion con Ehrlichia canis, Ehrlichia ewingii, Anaplasma phagocytophilum,

Anaplasma platys, Borrelia burgdorferi y Dirofilaria immitis.

Especificos

Determinar la seroreactividad frente a Trypanosoma cruzi en perros de las
comunidades de Col6n y Abdon Calderon, en Portoviejo, Ecuador.
Establecer la frecuencia de coinfeccion de enfermedades transmitidas por
vectores en perros seroreactivos a Trypanosoma cruzi con Ehrlichia canis,
Ehrlichia ewingii, Anaplasma phagocytophilum, Anaplasma platys, Borrelia
burgdorferi y Dirofilaria immitis, en las comunidades de Colén y Abdon
Calderon, en Portoviejo, Ecuador.

Determinar las concentraciones de proteinas de fase aguda y marcadores de
estrés oxidativo en perros con infeccion natural por Trypanosoma cruzi con o
sin coinfeccion con Ehrlichia canis, Ehrlichia ewingii, Anaplasma
phagocytophilum, Anaplasma platys, Borrelia burgdorferi y Dirofilaria

immitis.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Area de estudio

El presente estudio fue realizado en las comunidades de Colon y Abdon Calderdn del canton
Portoviejo. La ciudad de Portoviejo esta ubicada en la provincia de Manabi, en la zona costera
de Ecuador (Figura 1). Es una region agricola, que posee un clima calido, con dos estaciones:
invierno (época de lluvias) y verano (época seca), con un promedio de temperatura de 24°C,
humedad relativa de 76.2% y precipitaciones anuales que fluctian entre 500 y 823 mm

(Gobierno Auténomo Descentralizado del cantdn Portoviejo, 2011).

Figura 1. Area de estudio en la zona costera de Ecuador.

Océano Colombia

Océano
Pacifico

Manabi

Ecuador

Legend
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Nota. Ubicacion de las comunidades de Colon y Abdén Calderon, en Portoviejo, Manabi.

Ecuador.
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6.2 Poblacion de estudio

La provincia de Manabi es una zona endémica de la enfermedad de Chagas en humanos, por
lo cual el Ministerio de Salud Publica, continuamente lleva a cabo campafas de prevencion,
a través del control de vectores, con la finalidad de reducir la incidencia de esta enfermedad

(Ministerio de Salud Publica del Ecuador, 2019).

Se recolectaron un total de 144 muestras de suero sanguineo de perros de las comunidades
Colén (84) y Abddn Calderon (60), para evaluar la seroreactividad contra T. cruzi . El
muestreo fue realizado por conveniencia y el Unico criterio de inclusion fue tener el

consentimiento de los tutores de las mascotas para la toma de la muestra sanguinea.

En un inicio de la investigacion se tenia previsto detectar solamente la seroreactividad contra
T. cruzi; sin embargo, en el primer muestreo en Colon, se sospecho de la presencia de otras
ETV. Tres meses después se regresoé al lugar de estudio para recolectar muestras de los perros
seroreactivos a T. cruzi y estudiar estas otras enfermedades. No todos los perros seroreactivos

a T. cruzi fueron localizados en la segunda visita.

Para el estudio de las concentraciones de PFA y marcadores de estrés oxidativo se utilizaron

30 muestras sanguineas procedentes de Col6n y 55 procedentes de Abdon Calderon.

6.3 Recoleccidon de muestras sanguineas

Se realizo el rasurado y desinfeccion de la zona de la vena yugular para extraer sangre. Se
recolecto 1 mL de sangre para hemogramay 5 mL de sangre para bioquimica sanguinea. Para
obtener el suero sanguineo se procedié a centrifugar la muestra a 1500 xg durante 10 minutos

y se congelo a -80°C hasta su procesamiento.
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6.4 Pruebas seroldgicas para la deteccidn de anticuerpos anti T. cruzi

Para la deteccion de anticuerpos frente a T. cruzi, se utilizaron dos pruebas de ELISA
(Accutrack, Laboratorios Lemos S.R.L. Buenos Aires, Argentina): Chagas Recombinante
microELISA Test (proteina recombinante) y Chagas microELISA Test System
(trypomastigotes lisados). El proceso fue realizado siguiendo las especificaciones del

fabricante, con modificaciones para su uso en perros (Aparicio et al., 2011).

Las muestras se diluyeron 1/100 en una solucion que contenia PBS 1X — 0.05% Tween-20 y
leche descremada al 3%; 200 pL de estas muestras se transfirieron por duplicado a una placa
de 96 pozos. Las muestras se incubaron durante 30 minutos a 37°C y posteriormente se
dejaron a temperatura ambiente por 20 minutos. Las placas se lavaron 6 veces, con 300 pL
de solucion buffer y se agregaron 100 pL de conjugado peroxidasa-anticuerpo de
inmunoglobulinas (1gG) de perro (Bethyl Laboratories Inc., Texas, Estados Unidos), diluido
en buffer (1:5000). Las placas se incubaron por 30 minutos a 37°C y se conservaron a

temperatura ambiente durante 30 minutos.

Posteriormente se agregaron en cada pozo 100 uL de solucion de TMB (Kirkegaard & Perry
Labs) y perdxido de hidrégeno previamente homogenizado. Las muestras fueron incubadas
durante 20 minutos a temperatura ambiente en oscuridad y se detuvo la reaccion con 100 uL
de &cido sulfurico (1 M). La lectura se realizo a 450 nm usando el lector Epoch microplate
reader and Gene 5 (v.2.0) software (Biotek, VT, USA). El punto de corte fue calculado como
el promedio de las lecturas de los negativos més 0.1 de densidad dptica. El kit de diagndstico

recombinante establece una zona gris (donde la prueba no se puede considerar reactiva ni no
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reactiva) y corresponde a la DO 450 nm +10% por arriba y por abajo del punto de corte. Esta

metodologia fue usada en ambas pruebas de ELISA.

6.5 Deteccion de otras enfermedades transmitidas por vectores.

Los sueros sanguineos fueron evaluados con el kit SNAP 4Dx Plus, que detecta anticuerpos
frente a E. canis, E. ewingii, A. phagocytophilum, A. platys, B. burgdorferi y antigenos contra
D. immitis. Las muestras se conservaron en congelacion y antes de iniciar el procesamiento
se mantuvieron a temperatura ambiente (18-25°C) durante 30 minutos y posteriormente se
centrifugaron. Con la pipeta del Kit, se vertieron 3 gotas de la muestra en un tubo de ensayo
y se afadieron 4 gotas de conjugado y se homogenizo invirtiendo el tubo 5 veces. EI SNAP
4Dx Plus se coloco sobre una superficie horizontal y en el pocillo del kit se afiadio el
contenido del tubo de ensayo. Una vez que la muestra fluyd por la ventana de resultados y
en cuanto aparecio el color en el circulo de activacion se procedio a presionar el activador
con firmeza para que quede nivelado con el cuerpo del dispositivo. Los resultados fueron

leidos después de 8 minutos.

6. 6 Determinacion de la concentracion de proteinas de fase aguda
Para determinar el perfil de PFA se utilizaron 85 muestras de suero sanguineo. Las PFA que

se evaluaron fueron: proteina C reactiva, haptoglobina, ferritina y paraoxanasa-1.

Para la determinacion de CRP se utilizo un ensayo inmunoturbidimétrico (CRP OSR6147
Olympus Life and Material Science Europe GmbH, Hamburg, Germany) que usa anticuerpos
de cabra antiproteina C reactiva humana, previamente validado en perros (Mufioz-Prieto et

al., 2017).
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Las concentraciones de Hp se midieron utilizando un método colorimétrico comercial
validado en perros, que se fundamenta en la union de esta proteina a la hemoglobina (Tridelta

Phase range haptoglobin Kit; Tridelta Development Ltd) (Martinez-Subiela y Ceron, 2005).

Las concentraciones de ferritina se midieron utilizando un ensayo inmunoturbidimétrico que
utiliza anticuerpos policlonales (Tina-quant Ferritin, Boehringer Mannheim). Este ensayo fue

validado previamente para ser usado en perros (Martinez-Subiela et al., 2014b).

Para la determinacion de la concentracion sérica de PON-1 se utilizé un método descrito por
Tvarijonaviciute en 2012 (Tvarijonaviciute et al., 2012). Para la determinacion final de todas
las PFA se us6 un analizador automatico de bioquimica (Olympus AU600; Olympus

Diagnostica GmbH, Hamburg, Germany).

Se formaron los siguientes grupos:

Grupo 1. Perros seroreactivos a T. cruzi (n: 45). Este grupo se subdividié en dos subgrupos

1a (n: 22) sin coinfeccion y 1b (n: 23) con coinfeccion.

Grupo 2. Perros seronegativos a T. cruzi (n: 40).

6.7 Determinacion de la concentracion de marcadores de estres oxidativo

Para medir las concentraciones séricas de tiol se utiliz6 un método espectrofotométrico
modificado (Costa et al., 2006; Jocelyn, 1987). Para determinar las concentraciones de
CUPRAC se utilizd un método automatizado previamene validado en perros, que utiliza
como quelante la sal disodica del acido batocuproindisulfénico (Rubio et al., 2016c). Las
concentraciones de TAC fueron evaluadas utilizando un meétodo espectrofotométrico

validado para ser usado en perros (Rubio et al., 2016a).
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6.8 Analisis estadistico

Se determiné que los datos numéricos de las PFA poseen una distribucién no paramétrica,
utilizando la prueba 6mnibus D'Agostino & Pearson. Se realiz6 la prueba de ANOVA de una
via, junto con la prueba LSD de Fisher no corregida, para comparar los valores de las PFA
obtenidas en perros seronegativos a T. cruzi (grupo 2) frente a los perros seroreactivos a T.

cruzi con (grupo 1b) y sin coinfecciones (grupo 1a).

Se utilizo la prueba t de Student para datos no pareados para comparar las concentraciones
de PFA entre perros seroreactivos a T. cruzi (grupo 1) vs perros seronegativos a T. cruzi
(grupo 2) y también para comparar los perros seroreactivos a T. cruzi, con (grupo 1a) y sin
coinfeccion (grupo 1b). Un valor de P <0.05 se consider0 estadisticamente significativo. Los
analisis estadisticos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism 8 (GraphPad

Software Inc., CA, USA).
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VIl. RESULTADOS

7.1 Deteccion de anticuerpos anti Trypanosoma cruzi

De las 84 muestras sanguineas de perros procedentes de la comunidad Colén, 48 (57.14%)
fueron seroreactivas a T. cruzi. De las 60 muestras procedentes de la comunidad Abdon

Calderon, 20 (33.33%) fueron seroreactivas a T. cruzi (Figura 2).

Figura 2. Perros seroreactivos y seronegativos a Trypanosoma cruzi.
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Nota. El grafico muestra el nimero de perros seroreactivos y seronegativos a Trypanosoma

cruzi, procedentes de las comunidades Colon y Abdén Calderdn de Portovigjo.

7.2 Deteccion de otras enfermedades caninas transmitidas por vectores
De los 25 perros seroreactivos a T. cruzi, procedentes de la comunidad Colon, 64% (16/25)
presentd adicionalmente un agente infeccioso de ETV. La frecuencia de cada agente

infeccioso fue la siguiente: 48% (12/25) E. canis/ E. ewingii, 28% (7/25) A. phagocytophilum
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/ A. platys, 12% (3/25) D. immitis y 0% (0/25) B. burgdorferi. De los 20 perros seroreactivos
aT. cruzi, procedentes de la comunidad Abdén Calderdn, 30% de los perros (6/20) resultaron
seroreactivos para otro agente infeccioso. La frecuencia para cada agente etioldgico fue la
siguiente: 30% (6/20) E. canis / E. ewingii, 15% (3/20) A. phagocytophilum / A. platys, 0%

(0/20) D. immitis y 0% (0/20) B. burgdorferi (Figura 3).

Figura 3. Frecuencia de agentes patogenos de enfermedades transmitidas por vectores en

perros seroreactivos a Trypanosoma cruzi en las comunidades de Colon y Abdon Calderon.
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Nota. La figura muestra el porcentaje de seroreactividad a Ehrlichia spp., Anaplasma spp.,
Dirofilaria immitis y Borrelia burgdorferi, en 25 perros seroreactivos a Trypanosoma cruzi
procedentes de la comunidad Col6n y 20 perros seroreactivos a Trypanosoma cruzi

procedentes de la comunidad de Abdén Calderon.
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Los perros seroreactivos a T. cruzi de la comunidad Colon, presentaron coinfecciones con
uno o mas patogenos. Se observo que el 44% (11/25) tenia al menos un patdgeno adicional,
de los cuales el 28% (7/25) estaban coinfectados con Ehrlichia spp., 8% (2/25) con
Anaplasma spp. y 8% (2/25) con D. immitis. Se encontro triple infeccion en el 16% (4/25)
de los animales, todos ellos infectados con T. cruzi, Ehrlichia spp. y Anaplasma spp. Solo un
animal (4%) estaba infectado con cuatro patégenos, es decir, T. cruzi, Ehrlichia spp.,

Anaplasma spp. y D. immitis (Figura 4).

Figura 4. Coinfecciones de perros seroreactivos a Trypanosoma cruzi procedentes de la

comunidad Colén.
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Nota. Diagrama de Venn, donde se observan las coinfecciones de perros seroreactivos a
Trypanosoma cruzi, en 25 perros procedentes de la comunidad Colon. El grafico muestra la

coinfeccion con uno, dos o tres patdgenos.
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Los perros seroreactivos a T. cruzi de la comunidad Abdon Calderon, presentaron
coinfecciones con uno 0 mas patogenos. Se observé que el 15% (3/20) tenian Ehrlichia spp.,

y el 15% (3/20) presentaron coinfecciones con Ehrlichia spp. y Anaplasma spp. (Figura 5).

Figura 5. Coinfecciones de perros seroreactivos a Trypanosoma cruzi, procedentes de la

comunidad Abddn Calderodn.
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Nota. Diagrama de Venn, donde se observan las coinfecciones de perros seroreactivos a
Trypanosoma cruzi, en 20 perros de la comunidad Abdon Calderdn. El grafico muestra la

coinfeccion con uno o dos patdgenos.

A continuacion se muestran las coinfecciones unificadas de las comunidades de Colon y

Abdon Calderon (Figura 6).
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Figura 6. Coinfecciones de perros seroreactivos a Trypanosma cruzi, procedentes de las

comunidades de Colon y Abdon Calderon.
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Nota. Diagrama de Venn, donde se observan las coinfecciones de perros seroreactivos a
Trypanosoma cruzi, en perros de las comunidades de Colon y Abdon Calderdn. El gréafico

muestra la coinfeccion con uno, dos o tres patdgenos.

7.3 Determinacion de la concentracion de proteinas de fase aguda
El siguiente cuadro resume los principales valores estadisticos para PON-1, ferritina, CRP y

Hp por cada uno de los grupos estudiados.
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Tabla 1. Concentracion de proteinas de fase aguda (PON-1, ferritina, CRP y Hp), por grupo

de estudio.
Grupo 1 Grupo 2 Grupo la Grupo 1b
PEA M_ediana M_ediana M_ediana M_ediana
(Min-Max) (Min-Max) (Min-Max) (Min-Max)
PON-1 1.16 1.665 1.095 1.24
(IJ/ml) (0.45-2.6) (0.68-2.83) (0.52-2.6) (0.45-1.86)
Ferritina 117.4 109.3 64.5 159.9
(ug/L) (28.1-428.8) (21-192.1) (28.1-360) (29.2-348.8)
CRP 9.6 10.5 9.6 10.7
(ug/mL) (0.2-63.8) (1.9-69) (1.5-58.5) (0.2-63.8)
Hp 3.19 3.44 3.025 3.19
(g/L) (0.09-5.36) (0.45-5.49) (0.09-5.31) (0.56-5.36)

Nota. Se muestran los principales valores estadisticos para PON-1, ferritina, CRP y Hp. Se

detallan a continuacion los grupos: Grupo 1: Seroreactivos a Trypanosoma cruzi; Grupo 2:

seronegativos a Trypanosoma cruzi; Grupo la: Seroreactivos a Trypanosoma cruzi sin

coinfeccion; Grupo 1b: Seroreactivos a Trypanosoma cruzi con coinfeccion.

7.3.1 Concentracién de proteinas de fase aguda en perros seroreactivos (grupo 1) y

seronegativos (grupo 2) a Trypanosoma cruzi

Los valores de la mediana del grupo 1 para PON-1 (1.16 1U/ml) fueron significativamente

mas bajos en comparacion con los del grupo 2 (1.67 1U/ml) (P < 0.05). Para ferritina, CRP y

Hp, no se encontraron diferencias significativas cuando se compararon el grupo 1y grupo 2

(P > 0.05) (Figura 7).
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Figura 7. Concentracion sérica de las proteinas de fase aguda en perros seroreactivos y

seronegativos a Trypanosma cruzi.
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Nota. Concentracion sérica de PON-1, ferritina, CRP y Hp en perros seroreactivos y
seronegativos a Trypanosma cruzi. Los asteriscos muestran las diferencias significativas

entre los dos grupos (P < 0.05).

7.3.2 Concentracién de proteinas de fase aguda en perros seroreactivos a Trypanosoma
cruzi con (grupo 1b) y sin coinfecciones (grupo 1a)

Los valores de la mediana del grupo 1a para la ferritina (64.5 ug/L) fueron significativamente
mas bajos que los del grupo 1b (159.9 pg/L) (P < 0.05), aunque ninguno de los valores de

ambos grupos supero el limite superior de los valores de referencia. Por el contrario, para
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CRP, Hp y PON-1, no se encontraron diferencias significativas en el grupo 1a, cuando se

comparé con el grupo 1b (P > 0.05) (Figura 8).

Figura 8. Concentracion sérica de las proteinas de fase aguda en perros seroreactivos a

Trypanosoma cruzi, con y sin coinfeccion.
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Nota. Concentracion sérica de PON-1, ferritina, CRP y Hp en perros seroreactivos a
Trypanosoma cruzi, con y sin coinfeccion. Las lineas segmentadas en rojo muestran los

grupos comparados y los asteriscos muestran las diferencias significativas entre los dos

grupos (P < 0.05).
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7.3.3 Concentracion de proteinas de fase aguda en perros seronegativos a Trypanosoma
cruzi (grupo 2) vs perros seroreactivos a Trypanosoma cruzi sin coinfecciones (grupo 1a)
Los valores de la mediana del grupo 2 para PON-1 (1,67 IU / ml) fueron significativamente
mas altos que los del grupo 1a (1,1 IU / ml) (P < 0.05). Por el contrario, para ferritina, CRP
y Hp, no se encontraron diferencias significativas al comparar el grupo 2 con el grupo 1a (P

> 0.05) (Figura 9).

Figura 9. Concentracion sérica de las proteinas de fase aguda en perros seronegativos a

Trypanosoma cruzi vs perros seroreactivos a Trypanosoma cruzi sin coinfeccion.
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Nota. Concentracion sérica de PON-1, ferritina, CRP y Hp en perros seronegativos a
Trypanosoma cruzi vs perros seroreactivos a Trypanosoma cruzi sin coinfeccion. Las lineas
segmentadas en rojo muestran los grupos comparados y los asteriscos muestran las

diferencias significativas entre los dos grupos (P < 0.05).
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7.3.4 Concentracion de proteinas de fase aguda en perros seronegativos a Trypanosoma

cruzi (grupo 2) vs perros seroreactivos a Trypanosoma. cruzi con coinfeccién (grupo 1b)

Los valores de la mediana del grupo 2 para PON-1 (1,67 1U/ml) fueron significativamente

superiores a los del grupo 1b (1,24 1U/ml) (P < 0.05). Los valores de la mediana del grupo 2

para la ferritina (109,3 ng/L) fueron significativamente mas bajos que los del grupo 1b (159,9

ug/L) (P <0.05). Por el contrario, para CRP y Hp, no se encontraron diferencias significativas

al comparar el grupo 2 con el grupo 1b (P > 0.05) (Figura 10).

Figura 10. Concentracidn sérica de las proteinas de fase aguda en perros seronegativos a

Trypanosoma cruzi vs perros seroreactivos a Trypanosoma cruzi con coinfeccion.

———————
** ns
| N — |
3
b~
E2
3
-4
= L |
§ 1 _TJ
0 r
& & J}\o°
e
« o &
o &8
R\ x
@ ®
& A
'3 e«
*
I ———

Ferritin (ug/L)

s-
-4 {
s
2
a
T,
& 3 &
& S &
A Qo‘(\ &
© x¢
© N
o*“‘l Qoﬁ\
Q
80
&
50
< 40
30
-
E
a 20
o
(8]
10
e
0 v T v
*\4" l\\o‘\ &o°
S & *©
« & &
¥ :
N g
& &
q()

Nota. Concentracion sérica de PON-1, ferritina, CRP y Hp en perros seronegativos a

Trypanosoma cruzi vs perros seroreactivos a Trypanosoma cruzi con coinfeccién. Las lineas
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segmentadas en rojo, muestran los grupos comparados y los asteriscos muestran las

diferencias significativas entre los dos grupos (P < 0.05).

7.4 Marcadores de estrés oxidativo
El siguiente cuadro resume los valores estadisticos para los marcadores de estrés oxidativo,

por cada uno de los grupos estudiados.

Tabla 2. Evaluacién de marcadores de estrés oxidativo por grupo de estudio.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo la Grupo 1b
Mediana Mediana Mediana Mediana
(Min-Max) (Min-Max) (Min-Max) (Min-Max)
tiol 0.06405 0.0818 0.0694 0.0555
(mmol/L)  (0.0009-0.271)  (0.0033-0.252)  (0.0009-0.271) (0.0056-0.1509)
CUPRAC 0.2455 0.2773 0.2501 0.2413
(mmol/lL)  (0.1511-0.454) (0.1927-0.5239) (0.1511-0.454) (0.1533-0.3291)
TAC 0.2849 0.2872 0.2914 0.2827

(mmol/L)  (0.0917-0.6288)  (0.241-0.5975)  (0.1663-0.6288) (0.0917-0.3598)

Nota. Se muestran los principales valores estadisticos para tiol, CUPRAC y TAC. Se detallan
a continuacion los grupos: Grupo 1: Seroreactivos a Trypanosoma cruzi; Grupo 2:
Seronegativos a Trypanosoma cruzi; Grupola: Seroreactivos a Trypanosoma cruzi sin

coinfeccion; Grupo 1b: Seroreactivos a Trypanosoma cruzi con coinfeccion.

7.4.1 Determinacion de la concentracion de marcadores de estrés oxidativo en los
distintos grupos de estudio

Los perros del grupo 1 mostraron concentraciones significativamente menores de tiol
(mediana/percentil 25 — percentil 75) (0.06405/0.03348 — 0.0796 mmol/L P < 0.05), y
CUPRAC (mediana/percentil 25 — percentil 75) (0.2455/0.2145 — 0.454 mmol/L P < 0.05),

cuando se compararon con el grupo 2 (mediana/percentil 25 — percentil 75: 0.0818/0.06238
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—0.1248 mmol/L para tiol; 0.2773/0.2443 — 0.3071 mmol/L para CUPRAC) (Figura 11). No

hubo diferencias significativas para TAC al comparar estos grupos (P > 0.05).

Figura 11. Concentracion de marcadores de estrés oxidativo, en perros seroreactivos a

Trypanosoma cruzi vs perros seronegativos a Trypanosoma cruzi.
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Nota. Concentracidn sérica de tiol y CUPRAC en perros seronegativos a Trypanosoma cruzi
VS perros seroreactivos a Trypanosoma cruzi. Las asteriscos muestran las diferencias

significativas entre los dos grupos (P < 0.05).

Los perros del grupo 1b mostraron concentraciones significativamente menores de tiol
(mediana/percentil 25 — percentil 75) (0.0555/0.0292 — 0.07415 mmol/L P < 0.05), y
CUPRAC (mediana/percentil 25 — percentil 75) (0.2413/0.2019 — 0.2563 mmol/L P < 0.05),
cuando se compararon con el grupo 2 (mediana/percentil 25 — percentil 75: 0.0818/0.06238
—0.1248 mmol/L para tiol; 0.2773/0.2443 — 0.3071 mmol/L para CUPRAC) (Figura 12). No

hubo diferencias significativas para TAC al comparar estos grupos (P > 0.05).
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Figura 12. Concentracion de marcadores de estrés oxidativo, en perros seronegativos a

Trypanosoma cruzi vs perros seroreactivos a Trypanosoma cruzi con coinfeccion.
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Nota. Concentracién sérica de tiol y CUPRAC en perros seronegativos a Trypanosoma cruzi
VS perros seroreactivos a Trypanosoma cruzi con coinfeccion. Los asteriscos muestran las

diferencias significativas entre los dos grupos (P < 0.05).
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VIII. DISCUSION

En el 2015 se reporto que el 57.5% de triatominos en Portoviejo, Ecuador estaba infectado
con T. cruzi (Villacis et al., 2015); sin embargo, la presencia de este parasito no se habia
estudiado en perros. La presencia de anticuerpos frente a T. cruzi encontrados en los perros
de este estudio, podria estar relacionada con la presencia del agente infeccioso en los
triatominos, situacion que es de importancia epidemioldgica, al ser considerados los perros
como centinelas, reservorios y factor de riesgo de la enfermedad de Chagas en humanos (de

Sousa et al., 2021; Girtler y Cardinal, 2021).

Este es el primer reporte de la presencia de T. cruzi en perros de la zona costera de la provincia
de Manabi, Ecuador. La prevalencia de infeccion con T. cruzi en perros fue diferente entre
las comunidades Colon y Abdon Calderodn. La alta prevalencia encontrada en la comunidad
Colon (57.14%) es similar a lo reportado en la década de los 80 en Argentina (Lauricella et
al., 1989; Wisnivesky et al., 1985), mucho antes de que se implementara el programa de

prevencion y control de la enfermedad, conocido como Iniciativa del Cono Sur (INCOSUR).

Algo diferente sucedié en la comunidad Abdon Calderén, donde la prevalencia de la
enfermedad fue de 33.33%, un valor que se encuentra por arriba del rango reportado en perros
(Gurtler y Cardinal, 2015) en paises como Ecuador (Rodriguez et al., 2017) , Estados Unidos
(Hodo et al., 2019), México (Arjona et al., 2017; Galaviz-Silva et al., 2017), Argentina (Giai
et al., 2018) y Colombia (Jaimes-Duefiez et al., 2020; Mesa-Arciniegas et al., 2018) (0.91%

- 30%).
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Las variaciones de prevalencia de T. cruzi entre las comunidades de Colon y Abdon
Calderdn, que poseen condiciones climatoldgicas similares, podrian deberse a que Coldn
presenta mayores zonas de deforestacion (caracteristicas del paisaje), es decir que existe
mayor riesgo de exposiciones a los vectores, mayor cercania de los vectores a zonas
domiciliares y por ende mayor atraccion de los triatominos por la luz de las viviendas (Leite
et al., 2011). Otro factor de riesgo podria ser la disminucion de la poblacion de mamiferos
silvestres y por lo tanto la disminucién de las fuentes de alimentacion de los triatominos

(Xavier et al., 2012).

Otras ETV de naturaleza zoonotica en perros, como ehrlichiosis, anaplasmosis, dirofilariosis
y enfermedad de Lyme, han sido reportadas en Latinoamérica y Norteamérica (Fudge et al.,
2020; Gettings et al., 2020; Hodo et al., 2019; Maggi y Kramer, 2019). En esta investigacion,
en perros seroreactivos a T. cruzi, se detectaron coinfecciones con ehrlichiosis, anaplasmosis
y dirofilariosis. En la comunidad Coldn las prevalencias fueron de 48% para E. canis / E.
ewingii, 28% para A. phagocytophilum / A. platys y 12% D. immitis. En la comunidad Abdon
Calderdn las prevalencias fueron de 30% para E. canis / E. ewingii y 15% para A.

phagocytophilum / A. platys.

La prevalencia en Colén para E. canis y E. ewingii se encontrd dentro del rango reportado en
Ecuador (37.84% - 77.5%) (Adams et al., 2016; Davalos y Melchiade, 2018; Jiménez et al.,
2020; McCown et al., 2011; Morén-Loor, 2006). La prevalencia en Colon para A.
phagocytophilum / A. platys fue mas alta que la reportada en la isla Santa Cruz y Guayaquil
(12.1% -25.17%) (Adams et al., 2016; Davalos y Melchiade, 2018; Jiménez et al., 2020;

McCown et al., 2011). Probablemente las variaciones de las prevalencias de ehrlichiosis

63



(menor en Abdon Calderon) y anaplasmosis (mayor en Abdon Calderon) entre una
comunidad y otra estén relacionadas con las diferencias de grados de infestaciones de
garrapatas en los perros y la falta de medidas preventivas para el control del ectoparasito

(Barrantes et al., 2016; Maggi y Kramer, 2019).

Existen diferencias de prevalencias de ehrlichiosis y anaplasmosis en esta investigacion
(Ecuador continental) con respecto a una investigacion realizada en la isla Santa Cruz —
Galapagos (Ecuador insular), donde se reportd 48.3% y 12.1% para Ehrlichia spp y
Anaplasma spp. respectivamente (Jiménez et al., 2020). Histéricamente la prevalencia de
ehrlichiosis ha sido mayor en Ecuador continental con respecto a Ecuador insular, pero
actualmente ocurre lo contrario, y a pesar de que existen reglamentos y regulaciones
gubernamentales para controlar la introduccion de especies no nativas a Galapagos
(SICGAL, 2003), la introduccién clandestina e ilegal de perros a las islas podria haber

originado este incremento (Karez et al., 2006).

En Ecuador no existen reportes de seroreactividad a T. cruzi en coinfeccién con otras ETV
en perros. En nuestro estudio la coinfeccion de T. cruzi con Ehrlichia spp. y Anaplasma spp.
se encontrd en el 16% y 15% en Colon y Abdon Calderdn respectivamente. Coinfecciones
de E. canis y A. phagocytophylum sin T. cruzi en perros de las ciudades de Manta y Guayaquil
se registraron entre 23.33% y 26% (Davalos y Melchiade, 2018; McCown et al., 2011),
mientras que en la isla Santa Cruz el porcentaje fue mucho menor (6.89%) (Jiménez et al.,

2020).

Otra enfermedad detectada fue la dirofilariosis canina, donde se encontro que el 12% de los

perros muestreados en la comunidad Colon, fueron seroreactivos a D. immitis, mientras que
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en la comunidad Abddn Calderon no se reportaron casos. Estos resultados son similares a lo
que ocurre en varios paises, donde la prevalencia varia de 0% a mas del 30% (Anvari et al.,
2019; Dantas-Torres et al., 2020; Evason et al., 2019; Fudge et al., 2020; Hodo et al., 2019;
Wang et al., 2016), mientras que en las islas Galapagos, se report6 un rango de prevalencia
entre el 0% al 6,9% (Adams et al., 2016; Jiménez et al., 2020). Es importante considerar que,
en las comunidades de estudio, factores como las condiciones climaticas, las caracteristicas
de las areas geograficas y las actividades humanas influyen para la presencia de los vectores

(Culex spp. y Aedes spp.) que transmiten la dirofilariosis (Cabanova et al., 2018).

Otra ETV investigada fue la enfermedad de Lyme, de la cual no se encontr6é ningun caso
positivo. En América, esta enfermedad se ha reportado en Estados Unidos (Dewage et al.,
2019; Fudge et al., 2020; Herrin et al., 2018; Hodo et al., 2019), Canada (Ogden et al., 2019),
México (Movilla et al., 2016; Solis et al., 2018) y Costa Rica (Montenegro et al., 2017), con
prevalencias que varian desde <1% hasta 30%, mientras que en Sudamérica, donde la
enfermedad no es endémica, se han reportado casos esporadicos en perros y humanos, en
Pert (Rubio et al., 2011) y Ecuador (Alarcon et al., 2004) respectivamente. En Ecuador
(Adams et al., 2016; Jiménez et al., 2020; McCown et al., 2011) y en Colombia (McCown
et al., 2014) no existe evidencia seroldgica de la enfermedad en perros, ni en animales
selvaticos (Pesquera et al., 2015). El vector principal de la enfermedad de Lyme es Ixodes
spp. (Ghosh et al., 2021), aungue se ha reportado que R. sanguineus y Amblyomma mixtum,
especies que se encuentran con frecuencia en Sudamérica podrian ser considerados
potenciales vectores (Solis et al., 2018). A pesar de que estos hallazgos y la literatura

consultada indican que la enfermedad de Lyme no es endémica en el area, es importante
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realizar estudios periddicos en reservorios, vectores y humanos, por la posibilidad de casos

importados y por la presencia de R. sanguineus.

La zona de estudio reune las condiciones climaticas idoneas para que coexistan reservorios,
vectores y agentes patdgenos de todas estas enfermedades reportadas; sin embargo, la
distribucion de los vectores de las ETV no necesariamente coinciden con la distribucion de
casos. Estas variaciones pueden estar influenciadas por el comportamiento de los vectores en
busca de los hospedadores (Arsnoe et al., 2019), la eleccion selectiva de hospederos que
realizan los vectores, la densidad de los vectores (Ginsberg et al., 2021) y la fragmentacion
del habitat (Rivas et al., 2021). En estudios subsecuentes, seria importante investigar la
presencia de agentes etioldgicos en cada uno de los vectores y corroborar si existe correlacion

con la presencia de los paréasitos en hospederos.

Las dinamicas y concentraciones de las PFA han sido estudiadas en humanos y animales, y
constituyen una herramienta importante en el diagnostico, en la evaluacion de la respuesta
terapéutica y en el prondstico de las enfermedades (Cerodn et al., 2008). Se han estudiado las
PFA en la enfermedad de Chagas en humanos (Calderoni et al., 2006; Lépez et al., 2006;
Medrano-Mercado et al., 1996), y en varias enfermedades en perros; sin embargo previo a
nuestro estudio, no habia reportes de las concentraciones de PFA en perros reactivos a T.
cruzi, a pesar de que el perro es un modelo bioldgico adecuado para estudiar la enfermedad

de Chagas (de Lana y Giunchetti, 2021; Gurtler y Cardinal, 2015).

PON-1 fue la PFA que mostr6 mas diferencias entre los grupos estudiados, mostrando
diferencias estadisticamente significativas al hacerse las siguientes comparaciones entre

grupos: perros seroreactivos a T. cruzi (grupo 1) vs perros seronegativos a T. cruzi (grupo 2),
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perros seronegativos a T. cruzi (grupo 2) vs perros seroreactivos a T. cruzi sin coinfeccion
(grupo 1a) y perros seronegativos a T cruzi (grupo 2) vs perros seroreactivos a T. cruzi con

coinfeccion (grupo 1b).

La disminucién de la concentracion de PON-1 se ha descrito en procesos inflamatorios y en
enfermedades como parvovirosis, leishmaniosis y pancreatitis aguda (Kocaturk et al., 2015a;
Martinez-Subiela et al., 2014b; Tvarijonaviciute et al., 2015). La disminucién de PON-1
reportada en este estudio podria relacionarse con la seroreactividad a T. cruzi, y con la posible
afectacion cardiaca, secundaria a la enfermedad y los procesos oxidativos derivados de la

misma (Rubio et al., 2020).

La ferritina tuvo diferencias significativas cuando se compararon los siguientes grupos:
perros seronegativos a T cruzi (grupo 2) vs perros seroreactivos a T. cruzi con coinfeccion
(grupo 1b), y perros seroreactivos a T. cruzi con coinfeccion (grupo 1b) vs perros
seroreactivos a T. cruzi sin coinfeccion (grupo 1a). Tanto en el grupo la (64.5 pg/L), como
en el grupo 1b, las concentraciones de esta proteina, se encontraron dentro del rango de
referencia (60 -190 ug/L); sin embargo, hubo un aumento considerable en el grupo 1b (159.9
ug/L), probablemente por la coexistencia de varias enfermedades, como por ejemplo la
ehrlichiosis, donde se ha reportado aumento de esta proteina (Bottari et al., 2016; Karnezi et

al., 2016).

El estudio de las variaciones de las concentraciones de PON-1 y ferritina encontradas en
perros reactivos a T. cruzi, para nuestro conocimiento, es el primer reporte de estas PFA en
esta especie. En humanos no se han realizado estudios de PON-1 y ferritina en la enfermedad

de Chagas; sin embargo se han estudiado otras proteinas (CRP, Alfa-2 macroglobulina 'y Hp)
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en donde se observo un incremento en las concentraciones de CRP y Hp (Calderoni et al.,
2006; da Silva et al., 2010; Jorge et al., 2010; Medrano-Mercado et al., 1996). Esto contrasta
con lo encontrado en los perros de Portoviejo, donde no se observaron variaciones en las

concentraciones de CRP y Hp.

Existen reportes de las variaciones de las PFA en algunas enfermedades en perros. Es asi que
en la ehrlichiosis monocitica canina, se encontraron variaciones en la concentracion de CRP,
Hp, ferritina y PON-1 (Karnezi et al., 2016); en la dirofilariosis, se observé aumento de CRP
y disminucion de PON-1 (Méndez et al., 2014); en la leishmaniosis se ha observado aumento
en la concentracion de CRP, Hp y ferritina (Martinez-Subiela et al., 2014b; Martinez-Subiela

et al., 2011; Martinez-Subiela et al., 2002).

En este estudio, al comparar el grupo de perros sanos con el grupo de perros seroreactivos a
T. cruzi con y sin coinfeccion, la Hp no mostr6 diferencias significativas, posiblemente a la
existencia de procesos hemoliticos o hemorragicos en forma subclinica, que originen la
disminucion de las concentraciones. Ademas las concentraciones de Hp encontradas, podrian
deberse a que el muestreo se realiz6 en distintas fases de las enfermedades en la que se
encontraban los perros seroreactivos a T. cruzi. Al ser un proceso de infeccion natural, es
imposible establecer el momento exacto del inicio de la infeccion para cada uno de los

patogenos y los procesos inmunolégicos asociados a las coinfecciones.

El diagnostico temprano de la enfermedad, podria ayudar a manejar correctamente los brotes
que pudiesen aparecer. Por lo tanto, la propuesta del andlisis de las PFA, en conjunto con el
estudio de factores de riesgo asociados, permitira complementar el trabajo organizado por el

sistema de salud publica. La incorporacion de la evaluacion de la concentracion sérica de
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PON-1 vy ferritina, podria ser usada como herramienta que complementa el diagndstico de la
enfermedad en perros. La disminucién de la concentracion de PON-1, podria ser indicativo
a la presencia de alguna de las ETV, y si al mismo tiempo se observan concentraciones altas

de ferritina se podria sospechar de coinfecciones con ETV.

Las concentraciones séricas de CUPRAC en los perros seroreactivos a T. cruzi y de perros
seroreactivos a T. cruzi con coinfeccidn, fueron significativamente mas bajas (P < 0.05) que
las obtenidas de suero de perros seronegativos a T. cruzi. Estos resultados coinciden con los
estudios realizados en perros con enfermedad inflamatoria intestinal (Rubio et al., 2016c),
perros con ehrlichiosis en fases clinicas y subclinicas (Rubio et al., 2017c¢), y perros con fallas
cardiacas (Rubio et al., 2020), donde se observaron valores disminuidos con respecto a perros
sanos. Koutroubakis et al. (2004) reportaron una disminucién de las concentraciones de TAC
(uno de los componente es CUPRAC), en pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal.
El agotamiento de los antioxidantes CUPRAC que se observan en nuestro estudio podria
estar relacionado con un papel importante de estos en la patogenia de la enfermedad de

Chagas y de las otras ETV.

Se observé una disminucion de las concentraciones de tiol en perros seroreactivos a T. cruzi
y en perros seroreactivos a T. cruzi con coinfeccion. Esto coincide con lo reportado por Rubio
et al. (2017c) donde se observo una disminucion de este biomarcador en perros con
ehrlichiosis canina subclinica y clinica. Es probable que esta disminucion esté relacionada
con el consumo de este biomarcador, que tiene una funcion protectora frente a la lesion

vascular que se produce en infecciones Ricketsiales (Rubio et al., 2017c), debido a que la
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coinfeccion mas frecuentemente encontrada en nuestro estudio fue T. cruzi mas Ehrlichia

spp., seguida de T. cruzi més Ehrlichia spp. mas Anaplasma spp.

Al comparar los diferentes grupos de perros, se encontrd0 que no existen diferencias
significativas para TAC. Esto difiere de lo reportado en un estudio realizado en perros con
enfermedad inflamatoria intestinal, en donde se observaron valores de TAC
significativamente menores, al ser comparados con perros sanos, usando el mismo tipo de
ensayo (Rubio et al.,, 2016a). Se desconoce la razon de estas diferencias, aunque
posiblemente influya el hecho de que las patogenias de las enfermedades son diferentes y
que el tipo de ensayo utilizado tenga poca sensibilidad para detectar diferencias. En varios
estudios realizados en perros en donde se ha determinado TAC, con diferentes métodos, se
han encontrado resultados contrapuestos, por ejemplo, se observé disminucién de TAC
posterior a cirugias (Lee y Kim, 2014) y anestesia con isoflurano (Lee, 2013), en
leishamniosis visceral (Almeida et al., 2013) y después de vacunacién contra ehrlichiosis
monocitica canina (Rudoler et al., 2015); se observé aumento de TAC en sarna demodécica
(Martinez-Subiela et al., 2014a) y parvovirosis (Kocaturk et al., 2015b), y no hubo
diferencias en perros con Babesia vogeli (Ciftci et al., 2014), dermatitis atopica (Kapun et
al., 2012), sarna sarcoptica (Camkerten et al., 2009), dirofilariosis (Carretén et al., 2017) y

enfermedades cardiacas (Hetyey et al., 2007).

Seria recomendable utilizar otros tipos de ensayos para medir TAC en suero de perros
seroreactivos a T. cruzi con coinfecciones y verificar si persisten estas diferencias. Una de
las desventajas de los ensayos de TAC, es que no miden todos los componentes antioxidantes

que podrian estar presentes en cada una de las enfermedades de nuestro estudio y por lo tanto
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nuestros resultados deben de ser interpretados con cautela, utilizar ensayos integrados y

realizar mas estudios (Rubio et al., 2016b).

A pesar que los perros adultos son los que mayor probabilidad tienen de presentar las
enfermedades estudiadas de una forma cronica, no fue posible determinar la duracion de la
infeccion natural. Los resultados en lo que respecta a marcadores de estrés oxidativo y PFA,
deberian verificarse en una poblacion mayor y comparar grupos de perros sanos, con grupos

de perros que tengan cada una de las enfermedades en forma individual.

Se puede mencionar que, en base a los resultados obtenidos, se recomienda continuar con el
programa de control de vectores implementado por el Ministerio de Salud Publica de
Ecuador, efectuar controles periddicos en perros para detectar la seroreactividad a T. cruzi y
otras coinfecciones, realizar programas de educacion a la poblacion a través de la
concienciacion sobre las medidas que se pueden tomar para evitar la propagacion del vector

y la importancia de la proteccion de los perros contra la picaduras.

El control de la enfermedad de Chagas en paises endémicos, especificamente en Ecuador,
constituye una ardua labor que ejecuta el sistema de salud en conjunto con la poblacién en
riesgo, tomando en cuenta que el control de vectores por si solo es una medida insuficiente,
ya que la transmision de enfermedades no siempre se realiza por una sola via, y de que estan
inmiscuidos varios factores bioldgicos, ecolégicos y socioecondémicos. Debemos indicar
también que las acciones antropicas, como la deforestacion, la invasion de espacios
selvaticos, la extraccion de materiales de bosques y selvas para construccion o alimentacion,
son actividades que alteran el ecotopo, aumentando las posibilidades de contagio de T. cruzi

y otras enfermedades zoondticas a humanos y animales.
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IX. CONCLUSIONES

Existe una alta prevalencia de perros seroreactivos a T. cruzi en las comunidades de
Coldn (57.14%) y Abdon Calderdn (33.33%), que presentaron coinfeccién con otros
hemoparasitos como Ehlichia spp., Anaplasma spp., Dirofilaria immitis.

La coinfeccidén que se presentdé con mayor frecuencia fue Trypanosoma cruzi +
Ehrlichia spp., seguida de Trypanosoma cruzi + Ehrlichia spp. + Anaplasma spp.
Solo un perro procedente de la comunidad de Coldn presento reactividad a cuatro
patégenos (Trypanosoma cruzi + Ehrlichia spp. + Anaplasma spp. + Dirofilaria
immitis).

No se encontraron perros seroreactivos a Dirofilaria immitis en la comunidad de
Abdon Calderon.

No se encontro seroreactividad para Borrelia burgdorferi en ambas comunidades de
estudio.

El estudio de las concentraciones de proteinas de fase aguda, puso en evidencia que
PON-1 disminuyé en perros seroreactivos a Trypanosoma cruzi con y sin
coinfeccion; y la ferritina aumento en perros seroreactivos a Trypanosoma cruzi que
presentaron coinfeccion. No hubo diferencias significativas para CRP y Hp.

En lo concerniente a los marcadores de estres oxidativo, las concentraciones de tiol y
CUPRAC disminuyeron en perros seroreactivos a Trypanosoma cruzi y perros
seroreactivos a Trypanosoma cruzi con coinfeccion. No hubo diferencias

significativas para TAC.
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Existio estrés oxidativo en perros seroreactivos a Trypanosoma cruzi en coinfeccion
con otras enfermedades transmitidas por vectores, debido a que se observaron
cambios significativos en los biomarcadores tiol y CUPRAC.

Las proteinas de fase aguda y biomarcadores de estrés oxidativo, podrian estar
asociadas con la enfermedad de Chagas y otras enfermedades transmitidas por

vectores, aunque se necesitan mas investigaciones para determinar su utilidad.
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