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RESUMEN
Se condujo un estudio para evaluar, durante un mes, el efecto de la infeccion

experimental con Anaplasma platydMaracay sobre la hemostasia primaria
(agregacion plaquetaria (AP), secrecion plaquetaria (SP), Factor von Willebrand
(FYWAQ), hemostasia secundaria (TP, TTPa, concentracion de fibrinbgeno (CF),
Factor XIII), fibrindlisis (dimero D, tiempo de lisis de euglobulina (TLE)),
presencia de anticuerpos anti-plaquetas (IgGAP) y la hematologia (plaquetas,
hemoglobina, hematocrito, leucocitos, formula leucocitaria) en seis perros
Beagles sanos, de 1 afio de edad. El in6culo se preparé, en una primera instancia,
a partir de la sangre de una cachorra pastor aleman, infectada naturalmente con
A. platys con15% de bacteriemia, diagnosticada por observaci@ttdi de la
bacteria en el frotis de capa blanca (FCB) tefidos con Giemsa, mediante
microscopia de luz y consistié de un plasma rico en plaquetas infectadas (PRP).
Con el fin de amplificar y probar la eficacia de este aislado, éste fue inoculado en
tres perros mestizos, alcanzando 99% de infeccién UnicA.quatysen uno de

ellos e infeccibn moderada (30 y 5%) en los otros dos. EI PRP (30 mL) obtenido
del perro con 99% de bacteriemia constituy6 el inéculo utilizado en los Beagles y
contenia 143.00@laquetas/pL, de las cuales 90 % presentaban inclusiones
compatibles conA. platys observadas por FCB y por evaluacion de la
ultraestructura de la bacteria con microscopia electronica de transmisiéon (MET).
Todos los Beagles fueron diagnosticados por FCB, serologia (IFl) y por PCR,
como negativos A. platysy a E. canis, previo a la inoculacién con el aislado.

El experimento consistid en evaluar antes y después de la inoculacion del aislado
de A. platys Maracayjas variables hemostaticas, hematologicas y seroldgicas
antes mencionadas. Cada perro fue su propio control (pre y postinoculacion). Se
realizé un seguimiento diario de la infeccion mediante la observacion del FCB,
medicion del recuento de plaquetas, hematocrito y temperatura rectal. Todos los
Beagles resultaroA. platys(+) y E. canis(-) post inoculacién. Se estudio la
secuencia parcial del ADNr 16S deplatysde la muestra de ADN aislada del
PRP de uno de los perros infectados, comprobandose la alta similitud con varias
cepas dé\. platysregistradas en el Banco de Genes, evidenciandose también su
cercania &. platysVenezuela (AF287153). La bacteriengia los Beagles fue
ciclica, con un periodo de incubacion promedio de 8 dias. Hubo tres picos de
bacteriemia en el mes de observacién en 4 de los perros y dos picos en los
restantes. Estos picos se repitieron cada 10 dias aproximadamente, si€hdo el 1
pico (26%) considerablemente mayor al segundo (5%) y tercero (8%). La
temperatura corporal se elevé en todos los picos, llegando solo en algunos casos

Xi



a evidenciarse fiebre. Los Beagles presentaron decaimiento e inapetencia en los
picos de infeccion, pero no pudo ser observada la presencia de petequias ni de
hemorragias. El recuento de plaquetas disminuyé significativamente en los tres
picos de bacteriemia, desarrollandose una trombocitopenia ciclica, que llegé a ser
severa (hasta 1.000 plaquetas/uL), cuya causa aparentemente fue multifactorial.
Cada pico fue seguido de un periodo de recuperacién, con valores normales de
plaguetas e inclusive con trombocitosis en algunos de los perros. También pudo ser
observada la presencia de macroplaguetas en la fase aguda de la infeccion,
principalmente en el primer pico de bacteriemia. Se desarroll6 una anemia
normocitica normocrémica significativa y una disminucion no significativa de los
leucocitos en todos los picos de bacteriemia. La inoculacion Acoplatys
disminuyé la AP y la SP de ATP, de las plaguetas inducidas con colageno, en los
dos primeros picos de infeccién, asi como la SP de ATP inducida con trombina. En
cambio la SP de ATP expresada &' Hlaquetas, e inducida con ambos agonistas,

no fue afectada por la infeccion, por lo que aparentemente hay una contribucion de
la trombocitopenia a la disminucion de la funcién plaquetaria. No pudo observarse
efecto deA. platyssobre los niveles plasmaticos del FvW-Ag ni sobre los TLE, por

lo que pareciera que no hubo dafio endotdlialinfeccion tampoco afecté a los
tiempos de coagulacion TP y TTPa, ni a la presencia del FXIIl. En cambio si fue
incrementada significativamente la CF en todos los picos de infeccién,
comportandose como un reactante de fase aguda. La infeccibn no provoco
hiperfibrinolisis, ya que el dimero D y el TLE no fueron afectados. Aparentemente
tampoco se desarroll6 una coagulacion intravascular diseminada (CID). No se
detectd un incremento de IgGAP en el primer episodio de infeccion (27% de
bacteriemia), con trombocitopenia severa, pareciendo que ésta se debiera al dafio
directo ocasionado por lébacteria sobre la plaqueta. Los Beagles 1, 2, 5y 6
elevaron IgGAP de 9, 16, 10 y 16% a 50, 85, 31 y 90% respectivamente, &n la 4
semana postinfeccion, con una disminucién no trombocitopénica de los recuentos
plaguetarios axcepcion del perro 6 que manifestd trombocitopeaeera. Se
concluye que la infeccion pofA. platys produjo una disfuncién plaquetaria
adquirida, en parte debida a la dramética disminucién del recuento plaquetario, por
otra parte, la presencia de anticuerpos antiplaquetas detectados en el suero de
algunos animales enfermos, con recuentos plaquetarios disminuidos apoyan la idea
de un mecanismo inmunopatogénico para la trombocitopenia, no afectandose, por
otra parte, las variables estudiadas de la hemostasia secundaria ni de la fibrindlisis.
Palabras claves:infeccion experimentalAnaplasma. platyscaninos, coagulacion
sanguinea, anticuerpos antiplaquetas, fibrindlisis, hematologia



EVALUATION OF HEMOSTASIS IN BEAGLE DOGS EXPERIMENTALLY
INFECTED WITH A STRAIN OF ANAPLASMA PLATYS

A one-month study was conducted to assess the effect of experimental infection with
Anaplasma platysMaracay on primary hemostasis (platelet aggregation (PA),
fibrinolysis, platelet secretion (PS), von Willebrand Factor antigen (vWFAQ), secondary
hemostasis (PT, aPTT, Fibrinogen concentration (FC), Factor XIll); (Dimer D,
euglobulin lysis time (ELT), presence of antiplatelets antibodies (IgGAP), and
hematalogy (platelets count, hemoglobin, hematocrit, leukocytes count, differential
white cells count). A total of six healthy Beagle dogs of one year of age were used. The
inoculum (1) prepared in first instance, was obtained from a German shepherd puppy,
naturally infected withA. platys with 15% of bacteremia, diagnosed by direct
observation of the bacteria in buffy coat blood smear (BCS), stained with Giemsa, under
light microscopy. The | consisted of plasma enriched with infected platelets (PEIP). In
order to amplify and test the effectiveness of this 1, this was inoculated in three mix
bred dogs. One dog reached 99% of bacteremia, the other two, reached 30 and 5%,
respectively. The PEIP obtained from the dog with highest bacteremia became the | used
in experimental dogs, and contained 143,000 platelets/pL, from which 90% showed
inclusions compatible witA. platys observed with BCS, and through evaluation of the
observation of the ultramicroscopic structure of the bacterium, using transmission
electronic microscopy (TEM). Previous to inoculation, all experimental animals resulted
negative toA. platys and E. caniswith BCS, serology (IFA) and PCR. The
aforementioned hematological variables were assessed before and after inocukation of
platys Maracay. Each dog became its own control (before and after infection). A daily
follow-up of infection was done by direct observation of BCS, platelets count,
hematocrit, and rectal temperature (RT). After infection, all dogs were positike to
platysand negativeE. canis.The partial sequence of DNAr 16S Af platys,isolated
from the PEIP of one of the infected dogs, was studied. At the same time, a high
similarity of this sequence with various strainsfofplatysdeposited in the GeneBank,
was found. A high phylogenetic relationship wih platysVenezuela (AF287153) was
also seen. Beagles bacteremia was cyclic, with an incubation period of 8 days. During
the month of observation there were 3 peaks of bacteremia in 4 dogs, and 2 peaks in the
rest. These peaks were repeated every 10 days, with the first peak considerably higher
(26%) than the second (5%), and the third (8%), respectively. The RT raised in all peaks,
resulting in fever in few cases. Animals showed weakness and lack of appetite in
infection peaks, but presence of petechiae or hemorrhage was not evidenced. Platelet
count significantly diminished (P<0,05) in all 3 peaks, developing a severe cyclic
thrombocytopenia (up to 1,000 platelets/ pL), with an apparent multifactor origin. Each
peak was followed by a recovery period, with normal values, and even with
thrombocytosis in some dogs. Presence of macroplatelets could be observed during the
acute infection phase, mainly in the first peak of bacteremia. It was developed
significant normocytic normochromic anemia and a non-significant decrease of white
blood cells in all the peaks of bacteremia. The inoculatiok. glatysreduced both, the
collagen-induced PA and the collagen-induced and thrombin-induced ATP PS during
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the first infection peaks. In contrast, when ATP PS was normalized aplatelets,

then the PS induced by both agonists was not affected by the infection. Therefore, it is
possible that the thrombocytopenia contributed to the reduction of platelet function. The
infection did not induce endothelial injury because the plasmatic concentration FvW-Ag
and ELT were not modified. The infection neither affected the coagulation times (PT
and aPTT) nor the presence of FXIIl. On the other hand, there was a significant increase
of FC during all the infection peaks, behaving as a classical acute phase protein. The
infection did not induce hyperfibrinolysis because the D dimer concentration and ELT
were not modified. Apparently, there were no evidence of disseminated intravascular
coagulation (DIC). Although there were 27% bacteremia and severe thrombocytopenia
throughout the first episode of infection, there was no increase of serum IgGAP. It is
likely that the thrombocytopenia was caused by a direct damage of the bacteria to the
platelet. There was a rise in the percentage of IgGAP in beagles 1 (9 to 50%), 2 (16 to
85%), 5 (10 to 31%) and 6 (16 to 90%) during the fourth week after infection.
Simultaneously, there was also a reduction of the platelet count without reaching a
thrombocytopenic threshold; however, beagle number 6 displayed a severe
thrombocytopenia. In conclusion, thee platysinfection induced a platelet acquire
dysfunction partially due to the dramatic reduction in platelet count. Additionally, the
presence of antibodies against platelets detected in some of the infected-beagles, along
with reduced platelet count, supports the hypothesis of an inmunopathogenic mechanism
behind the thrombocytopenia, without affecting the secondary hemostasis and
fibrinolysis studied variables.

Key words: experimental infectionAnaplasma platyscanine, blood coagulation,
antiplatelet antibodies, fibrinolysis, hematology.
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INTRODUCCION

Anaplasma platyses un microorganismo rickettsial intracelular obligatorio,
perteneciente a la familigAnaplasmataceae y al género Anaplasma. Estos
microorganismos infectaim vivo especificamente a las plaquetas de caninos, pudiendo
ser observados en su citoplasma como inclusiones (morulas) en los frotis de sangre
periférica o en extendidos de capa blanca tefidos con colorantes tipo Romanowsky.

Esta rickettsia ha sido detectada a nivel mundial (1, 21, 44, 50, 54, 95, 130, 168,
209, 252, 298). Casos de infeccidn de caninosApgrlatyshan sido reportados en
Venezuela por Arraga (9, 12) Arraghgal. (10, 14) y Huangt al. (138).

La enfermedad ocasionada pAr platys es llamada Trombocitopenia Ciclica
Infecciosa Canina (TCIC), fue descrita inicialmente por Haetegl. (130) en Estados
Unidos y recibe este nombre debido a que se producen episodios trombocitopénicos, que
se repiten en intervalos de 7 a 14 dias, coincidiendo con la bacteriemia, que se presenta
también ciclicamente (9, 10, 18, 19, 130, 131). Esta trombocitopenia es aparentemente
de tipo regenerativa, debido a la hiperplasia megacariocitica encontrada en la médula
0sea en perros infectados experimentalmentécpiatys(101).

Las plaquetas desempeiian un papel decisivo en detener de manera eficiente a las
hemorragias, constituyendo el trombo plaguetario, el cual proporciona la hemostasia
primaria o provisional. Estas pueden ser alteradas cuantitativamente (nimero) y/o
cualitativamente (funcién) produciendo diatesis hemorragica.

La trombocitopenia con un numero de plaquetas menor a 100.000 plaquetas/uL en
sangre total es la causa mas comun de sangramiento. A su vez, los mecanismos que
desencadenan esta trombocitopenia pueden deberse a disminucion de la produccion de
plaguetas, aumento de su destruccion o el cimulo de una fraccién de plaquetas mayor de
lo normal en el bazo (107).

Probablemente, una de las causas de la trombocitopenia producidaladyses
la infeccion de las plaguetas por la bacteria, lo cual traeria como consecuencia un dafio

directo a estas células por la replicacion de las bacterias (130).



La deposicion y activacion de las plaquetas sobre la superficie dafiada del
endotelio, como consecuencia de un dafio vascular, podria ser uno de los mecanismos
causantes de la trombocitopenia en algunas infecciones rickettsiales, como en perros con
fiebre moteada de las Montafias Rocosas (FMMR), cuyo agente caus&idsettsia
rickettsii (86, 270) y con fiebre moteada del Mediterraneo (FMM)Rickettsia conorii
como agente causal (86). De acuerdo a estudios realizados poreBaite(18) en
perros infectados experimentalmente @dnplatys esta rickettsia, aparentemente
causa lesiones vasculares significativais vasculitis. Esto, aunado a la naturaleza
ciclica de la trombocitopenia, caracteristica de la infeccionfpagolatys hace poco
probable que el dafio vascular tenga alguna contribucion en el mecanismo de la
trombocitopenia.

Otras causas de trombocitopenia han sido demostradas en diferentes infecciones
rickettsiales, se ha observado supresion de la produccion plaquetaria en la médula 6sea
en infeccion corEhrlichia canis otra rickettsia de la famili&naplasmataceague
infecta al perro con alta frecuencia, principalmente en la fase cronica (319). Por otra
parte, se ha demostrado la presencia de anticuerpos antiplaquetarios en el suero de los
perros infectados experimentalmente &ncanis (127, 305, 306), en anaplasmosis
granulocitica humana (316), en perros con fiebre moteada de las Montafias Rocosas
(FMMR) (119) y en anaplasmosis granulocitica canina®p@hagocytophilum(26).

Se sabe que los anticuerpos atplatysaparecen en el suero dos a tres semanas
después de la infeccidon experimental (96), pero se desconoce la relacion de la respuesta
inmunitaria del hospedador con el desarrollo de la trombocitopenia en perros infectados
conA. platys 36

También se puede producir trombocitopenia a causa de las hemorragiaetBaker
al. (18) reportaron hemorragias en tejido linfoide periarteriolar esplénico en perros
infectados corA. platys a los 14 dias post inoculacion, que segun los autores fueron
similares a las reportadas en perros infectadog€ceanis(240). Estas hemorragias se
correspondieron con el episodio de trombocitopenia inicial, persistieron y fueron
visualizadas independientemente de la concentracién en sangre de las plaquetas, por lo
gue pareciera gque no estuvieran relacionadas con el comportamiento ciclico del nimero

de plaguetas. Sin embargo, podria ser que estas hemorragias en el bazo fueran un lugar



de utilizacion de plaquetas, ya que después de la trombocitopenia inicial, el nimero de
plaguetas nunca retorné al valor obtenido antes de la inoculacién ptatys(18).

Por otra parte, las plaquetas también pueden estar alteradas en su funcién. Las
infecciones porE. caniso por A. platys afectan a la hemostasia, observandose un
tiempo de sangria prolongado, ocasionado mas por mal funcionamiento de las
plaguetas que por la trombocitopenia (318).

Gauntet al. (101) reportaron en perros infectados experimentalmenta.qolatys
disminucion de la agregacion plaquetaria inducida con ADP, aunque la respuesta al
coldgeno no fue alterada. La relevancia de esta disminucion en la funcion plaquetaria
aun no esta clara, se ha especulado que se deba a una activacion plaquetaria reversible,
dando lugar a plaquetas parcialmente degranuladas, las cuales son hemostaticamente
hipofuncionales (“plaquetas exhaustas”) (101, 223).

En cuanto al efecto deé. canis se ha reportado disminucion de la liberacién del
factor plaquetario 3 (FP3) (232), inhibicion de la migracion de las plaquetas (157) y
disminucion de la retencion media plaquetaria (192).

También han sido observados efectos de infecciones rickettsiales sobre la
hemostasia secundaria y la fibrindlisis. Wilson (314) expone el caso de un perro con
infeccion natural co\. platys cuyo tiempo de coagulacion activado no fue afectado
por la infeccion. En infecciones coi&. canisse han reportado resultados variables,
tiempos de coagulacion no alterados (137, 140, 141, 260) o, prolongacion de los
mismos (65).

Por otra parte, Morriset al. (208) observaron en ponis infectados
experimentalmente corNeorickettsia risticij también perteneciente a la Familia
Anaplasmataceaealteraciones en las concentraciones de fibrindgeno, fibronectina,
Factor VIII, a-2 antiplasmina, plasminégeno y productos de degradacion de
fibrina/fibrinogeno (PDF). Asi mismo, se reporté aumento del nivel del factor von
Willebrand (FvW), descenso de la relacion FVIII:C/FYW:Ag, activacion de la via
extrinseca de la coagulacion y aumento del fibrinbgeno en la FMMR y en la FMM
(86).

En ciertas infecciones se activa el sistema de la coagulacién, evocando un

sindrome de hipercoagulabilidad, con la consiguiente formacion de trombos en toda la



microcirculacion, lo que resulta a su vez en consumo de factores de la coagulacion y de
plaguetas, conociéndose esta condicion clinica como coagulacién intravascular
diseminada (CID). Simultdneamente y secundario a la activacion de la cascada de la
coagulacién, se activa el sistema fibrinolitico. Casos de CID en FMMR, en FMM (86) y
en ehrlichiosis granulocitica (22), asi como en babesiosis (89) han sido documentados.

Con la finalidad de profundizar sobre la relacién de la infeccion experimental con
A. platys de importancia en veterinaria y en salud publica, con la hemostasia, se plantea
el presente trabajo, donde se pretende avanzar en el conocimiento de las posibles causas
de la trombocitopenia provocada por esta rickettsia, estudiando la presencia de
anticuerpos antiplaquetas, el dafio endotelial (vasculitis) por medio del FvW y del
tiempo de lisis de euglobulina, asi como los signos clinicos. También se evalud el
aspecto funcional de las plaquetas, a través de la medicidn de las respuestas de
agregacion y secrecion de ATP por las plaquetas. Por otra parte, se analizaron las vias
intrinseca y extrinseca de la coagulacion sanguinea, asi como el Factor Xl y, fue
valorada la fibrindlisis mediante la determinacion de los PDF y del tiempo de lisis del
coagulo de euglobulina.

Para lo cual, se trazaron los siguientes objetivos:



Objetivo general

Evaluar la hemostasia en perros de raza Beagle infectados experimentalmente con

una cepa d@naplasma platys

Objetivos especificos

1°) Evaluar algunas variables de la hematologia (hemoglobina, hematocrito, CHCM,
leucocitos y recuento diferencial de leucocitos) en perros de raza Beagle infectados

experimentalmente coh. platys

2°) Evaluar algunas variables de la hemostasia primaria (recuento de plaquetas,
agregacion y secrecion plaquetaria y factor von Willebrand) en perros de raza Beagle

infectados experimentalmente cAnplatys

3°) Evaluar algunas variables de la hemostasia secundaria (tiempo de protrombina,
tiempo de tromboplastina parcial activada, Factor Xlll y concentracion de fibrinbgeno)

en perros de raza Beagle infectados experimentalmente. qbatys

4°) Evaluar algunas variables de la fibrinolisis (productos de degradacion de la fibrina y
tiempo de lisis del coagulo de euglobulina) en perros de raza Beagle infectados

experimentalmente coh. platys

5°) Determinar la presencia de anticuerpos antiplaquetas en perros de raza Beagle

infectados experimentalmente cAnplatys.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Anaplasma platys

A. platyses una bacteria intracelular obligatoria, Gram negativa, perteneciente al
ordenRickettsialesa la familiaAnaplasmataceaey al géneroAnaplasmaque infecta
a las plaquetas de caninosvivo (82).

Morfologia y diagnéstico

La rickettsia intraplaquetaria A. platys puede ser observada, mediante
microscopia de luz, como pequefias inclusiones de color azul oscuro a purpura dentro de
las plaguetas. La observacion debe ser realizada en extendidos de sangre periférica o en
frotis de capa blanca (FCB), tefiidos con colorantes tipo Romanowsky (Giemsa, Wright,
Diff-Quick o Hemacolor) (13, 128).

Por microscopia electrénica de transmision (MET), los microorganismos se
observan sin dificultad dentro de una vacuola en el citoplasma de las plaquetas,
formando inclusiones que contienen un namero variable de organismos. En ocasiones
puede llegar a encontrarse mas de una vacuola en estas células (14).

Cada organismo anaplasmal se encuentra rodeado de dos membranas, una interna
y otra externa. Se han observado anaplasmas con dos configuraciones diterartdes
nacleo denso y otro reticular. La conformacién de ndcleo denso, mas pequefia, contiene
un conglomerado de hebras de cromatina relativamente denso, pudiendo estar ubicado,
tanto central como excéntricamente. La configuracion reticular, mas grande, contiene
una matriz de hebras sueltas de cromatina, entre las cuales estan esparcidos los
ribosomas. Ambas configuraciones sufren fision binaria, lo que sugiere que sea poco
probable que estén asociadas a un ciclo de desarrollo (84). Los organismos individuales
varian en el tamafio, entre 0,35 a 1,55 pum de diametro y, en la forma, encontrdndose
formas redondeadas, ovales o arrifionadas (84).

Por otra parte, en momentos en que la bacteriemia no esta presente o esta muy
disminuida, el diagndstico puede realizarse por demostracion de los anticuerpas anti-

platys ya que se pueden empezar a detectar, en los perros inoculados de forma



experimental, en el dia 7 postinfeccion (DPI) (18), entre los 13-19 DPI (96) y entre los
10 a 24 DPI (103), permaneciendo elevados hasta por 2 meses (10). La técnica para
detectar estos anticuerpos es frecuentemente realizada por inmunofluorescencia
indirecta (IFl), ensayo sujeto a inexactitud por las reacciones cruzadas con los
organismos de un mismo grupo geneético (21, 96). Generalmente las reacciones
inespecificas a antigenos altamente conservados entre los miembros del mismo género,
son observadas a muy bajos titulos (187).

Hasta ahora no ha sido demostrada la reactividad cruzada entre anticuerfpos anti
canisy anticuerpos ant. platys(96). Recientemente se ha clonado una proteina de
membrana externa de platys(OMP p44ES), utilizando ADN aislado a partir de la
sangre de cuatro perros infectados naturalmente, de Venezuela y de Taiwan-China
(175). Este hallazgo va a contribuir al desarrollo de pruebas de serodiagnostico
especificas parA. platys ya que las que existen hasta ahora no lo son.

Por ultimo, la prueba de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y la
confirmacion por el andlisis de la secuencia de los productos de PCR amplificados
(amplicones), se considera la prueba de diagndstico mas fiableApaiatyshasta la
fecha (149). A pesar de la distribucion mundialAdeplatys la informacién disponible
sobre la diversidad genética de cepas de esta rickettsia es limitada, siendo realizados
estudios en este campo en: China (54); EUA (85, 125, 201) Venezuela (125, 138, 281);
Tailandia (281); Japon (209); Francia (21); Australia (198); Italia (75); Brasil (50);
Chile (1); Isla de Granada (320). En Venezuela se han reportado dosAcgpatys
Venezuela (281) yA. platys Lara (138), aisladas a partir de la sangre de perros
infectados naturalmente con esta rickettsia.

La identificacion bacteriana basada en el analisis de la secuencia del gen ARNr
16S se facilita grandemente por la disponibilidad de sistemas comerciales. Actualmente
existen distintas bases de datos, algunas publicas, cuyo acceso es libre a través de
internet. Finalmente, se puede construir un arbol filogenético, que refleja,
esquematicamente, el grado de parentesco genético entre las bacterias comparadas.
Clasificacion taxonomica de A. platys

Por analisis de las secuencias del gen ARNr 16S y ehgefSL depositadas

antes del afio 2000 en el Banco de Genes, se ha realizado una reorganizacién taxonémica



de los miembros del orddrickettsialeqFigura 1) eliminando las tribus de la familia
Rickettsiaceae incorporando especies de la anteriormente denominad&hrbchieae

a la familiaAnaplasmataceaalentro del ordeRickettsialesdel philum Proteobacteria

(82). Los miembros del génefmaplasmaforman un clado diferente al de los géneros
Ehrlichia, Wolbachia, Neorickettsia, Rickettsia y Orierga el OrdenRickettsiales.
Cuando son alineadas las secuencias del gen ARNr 16S, todas las especies dentro de
cada género comparten una similitud del 96% o mas entre sus genes ARNr 16S (82, 84).

Los miembros del orderRickettsiales & reorganizaron en cuatro grupos
genéticos: Grupo 1: amplia el génekaaplasma incluyendo en él, ademas de las
especies hasta entonces contenidas, comA.soarginale, A. centrale y A. candatum;

a las especieghrlichia phagocytophilahoy llamadaAnaplasmaphagocytophilum),
Ehrlichia bovis(actualmenteAnaplasma bov)sy Ehrlichia platys (hoy Anaplasma
platys. La especie tipo eSnaplasma marginale.

Grupo 2: el géner&hrlichia se amplia con la inclusién @owdria ruminantium
(ahoraEhrlichia ruminantiun). La especie tipo &shrlichia canis;otras especies de este
género sonE. chaffensis, E. Ewingii y E. murBrupo 3: el génerdeorickettsia
cuya especie tipo é¢. helminthoecaquedaria ampliado al incluirse en el mismo a las
especiekhrlichia risticii y Ehrlichia sennetsifgue pasan a denominaideristicii y N.
sennetsuespectivamente). Grupo 4: la espeédielbachiasera el Unico miembro del
géneroWolbachia

Actualmente se le han afiadido dos géneros a la falil@plasmataceae
Aegyptianella y Candidatus Neoehrlichia(187, 244). Existe una alta reaccion
antigénica cruzada entre las especies del mismo grupo, ya que comparten varios
antigenos superficiales homologos, en cambio, entre las especies de grupos diferentes,

esta reaccion antigénica cruzada es mucho menor (82, 321).

Ciclo de desarrollo y transmision

Todos los miembros de la Famifaaplasmataceagon bacterias Gram negativas
intracelulares obligadas, se replican dentro de una vacuola intracitoplasmatica derivada
de la membrana externa de la célula eucariotica hospedadora (82). Los géneros
Anaplasma, Ehrlichia y Neorickettsiae multiplican en células hematopoyéticas

maduras o inmaduras, particularmente células mieloides como neutrofilos, eritrocitos y
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plaguetas, en sangre periférica 0 en tejidos, usualmente organos fagociticos
mononucleares (higado, bazo, médula 6sea) de hospedadores vertebrados (82).

Estos microorganismos crecen en garrapatas vectores, no son cultivables en
medio libre de células o en embriones de pollo. Algunos son cultivables en lineas
celulares mielociticas, neutrofilos, eritrocitos y en lineas celulares de garrapatas. Son
agentes etiologicos de enfermedades de perros y otros canidos, y de cabras, ovejas,
llamas, entre otros. Hasta ahora no ha sido posible cultivar@atys pero puede ser

propagada por pasajes intravenosos seriados en perros sucégRioss.

Las especiesickettsialesincluidas en los génerdshrlichia y Anaplasmason
transmitidas por picadura de garrapatas (242). La garrapata vector para la transmision de
A. platysno ha sido bien caracterizada, sin embargo, la garrapata marrén del perro
(Rhipicephalus sanguineugl48, 209, 255, 276PDermacetor auratu$226) yHyaloma
truncatum(138), han sido sugeridas como posibles vectorea.ddatys aunque, la
transmision experimental d& platys con estas garrapatas no ha sido aun demostrada
(272). A pesar de que estudios experimentales hallan fallado en demostrar la
competencia d&. sanguineuscomo vector dé\ platys esta garrapata esta presente en
Venezuela y podria actuar como vector en este pais.

Aunque no se conoce el ligando en la célula hospedadora (plaquetd) patgs
se sabe quA. phagocytophilunfagente de la ehrlichiosis granulocitica humana, EGH),
se adhiere a su receptor en el neutrdfilo, el ligando 1 de la glicoproteina P-selectina
(PGSL-1), una proteina de superficie que porta acido sidlico y que comparte muchas
caracteristicas quimicas con el ligando en el eritrocito paraarginale tales como la
sensibilidad a la neuraminidasa y a la quimotripsina (82, 133) .

El ciclo de vida deé\. platysse conoce solo parcialmente, se sabe que se divide
dentro de la plaqueta por division binaria (82). El géeraplasmacomo se describio
anteriormente, incluye las siguientes espedesmarginale, A. centrale, A. ovis, A.
platys y Aphagocytophilumsiendo las dos ultimas especies las Unicas de relevancia en
medicina canina. La infeccidon pAr platys es especifica para las plaquetas del perro,
sin embargo, en Venezuela se ha observado, en humanos, la infeccion directa de las
laguetas con organismos rickettsiales (11, 285, 286), lo cual incrementa la importancia

del estudio de los efectos producidos por esta rickettsia.
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Trombocitopenia Ciclica Infecciosa Canina (TCIC)

Es la enfermedad infecciosa producida en perros por la bacteria rickéttsial
platysy, recibe este nombre debido a que la bacteriemia asociada con la infeccion se
desarrolla siguiendo un patrdn ciclico, con trombocitopenia también ciclica, a intervalos
de 7 a 14 dias durante varios ciclos (130).

Signos clinicos

La patogénesis dA. platys no es severa generalmente, pero signos clinicos
como fiebre, anorexia, palidez de mucosas, hemorragias petequiales, pérdida de peso y
uveitis han sido reportados (19, 36, 110, 128, 134, 168).

Hallazgos hematolégicos

La infeccion experimental de las plaquetas de los perroA.puatys produce
como resultado una trombocitopenia ciclica, después de un periodo de incubacion de 8 a
10 dias (130). En este momento muchas plaquetas contienen inclusicheplalys
resultando en una marcada trombocitopenia (9, 10, 18, 19). El niumero de plaquetas
retorrna a la normalidad entre 3 a 4 dias después de la desaparicion del organismo
infeccioso. Posteriormente, entre 1 a 2 semanas, los organismos reaparecen en las
plaquetas y el recuento plaquetario nuevamente comienza a declinar, produciéndose
trombocitopenia (130).

En lineas generales se puede decir que la trombocitopenia se sucede en episodios
de 3 a 4 dias de duracion y se repite a intervalos de 7 a 15 dias, de ahi que a la
enfermedad se la haya denominado “trombocitopenia ciclica infecciosa canina”. Los
valores minimos de plaguetas se observan en el primer episodio de bacteriemia, siendo
posible visualizar un gran namero de plaquetas infectadas en los frotis sanguineos. Con
cada ciclo sucesivo, el porcentaje de plaquetas infectadas disminuye, hasta que
solamente unas pocas plaquetas son infectadas, la trombocitopenia llega a ser menos
pronunciada y eventualmente los cambios hematolégicos cesan (36, 130). La duracion
de la rickettsemia en perros no tratados no esta claramente establecida.

Otras alteraciones hematoldgicas observadas en la infeccion experimeAtal de
platys son, anemia normocitica normocrémica no regenerativa asociada con anemia
por inflamacion vy, leucopenia. También han sido reportadas hipoalbuminemia e

hiperglobulinemia (19).
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Hallazgos histopatoldgicos

Bakeret al. (18) inocularon a perros PRP infectado éonplatys no observando
petequias o equimosen las superficies mucosas. El estudio histopatolégico evidencio
aumento del tamafio de los ganglios linfaticos, plasmocitosis en sinusoides esplénicos,
eritrofagocitosis por macrofagos en los ganglios linfaticos y en el bazo e hiperplasia
folicular del bazo en el dia 14 postinfeccion.

También se evidenciaron hemorragias y coagulos conteniendo fibrina, eritrocitos y
células mononucleares, en la periferia de las cubiertas periarteriolares del bazo,
hematopoyesis extramedular (bazo) e hipercelularidad en la médula ésea. No fueron
observadas ni vasculitis, ni dafio endotelial en ninguno de los tejidos examinados.
Mecanismo fisiolégico de la hemostasia

La hemostasia es el conjunto de mecanismos fisicos y quimicos, donde ocurre una
interaccion balanceada de células sanguineas, vasculatura, proteinas plasmaticas v,
sustancias de bajo peso molecular, que mantienen la fluidez de la sangre y la integridad
del sistema vascular. La trombosis puede presentarse si el estimulo hemostéatico no es
regulado, o porque la capacidad de las rutas inhibitorias estén alteradas o, mas
comunmente, porque la capacidad de los mecanismos anticoagulantes estan saturados
por la intensidad del estimulo (61).

Existen dos sistemas que mantienen el equilibrio hemostatico: 1. La coagulacion,
gue evita una hemorragia excesiva ante una lesion. 2. El sistema fibrinolitico, que limita
la magnitud del coagulo. Estos mecanismos son estructuralmente muy similares, ya que
pueden ser activados por mecanismos intrinsecos y/o extrinsecos para producir una
enzima activa. Por otra parte, en ambos sistemas un conjunto de inhibidores condicionan
el equilibrio y limitan el proceso. El mecanismo fisioldgico de la hemostasia puede
dividirse (artificialmente) en tres eventos: hemostasia primaria, hemostasia secundaria y
fibrindlisis (220).

Hemostasia Primaria

La hemostasia primaria constituye la primera etapa de los mecanismos de la
hemostasia y comprende una serie de eventos, los cuales incluyen vasoconstriccion y
formacién del tapén plaquetario (adhesion plaquetaria, cambio de forma, agregacién y

secrecion de las plaquetas).
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Vasoconstriccion

Los vasos sanguineos tienen un papel critico en el control de la hemostasia, en la
trombosis y en la inflamacion. Las células endoteliales, que forman el revestimiento de
todos los vasos sanguineos, son particularmente importantes en este proceso, debido a su
estrecha relacion con la sangre circulante. Las células endoteliales tienen la capacidad
excepcional de expresar y elaborar moléculas tromborreguladoras, que pueden
clasificarse como iniciales o tardias, segun el estimulo de la célula endotelial (124).

El endotelio actia como un lugar de contacto dinamico entre la sangre circulante y
la pared del vaso. La pared vascular normal estd compuesta de tres capas: la tanica
intima, la tanica media y la tunica adventicia. La tunica intima esta compuesta de una
capa no trombogénica de células endoteliales, una membrana basal de coldgeno y una
membrana elastica interna (124).

Los vasos sanguineos normales tienen tres funciones vitales en la hemostasia: 1.
proveen una superficie resistente a la formacion de trombos, 2. cuando se dafa el
endotelio, proveen el estimulo inicial para la formacion del trombo, como el factor
activador de plaquetas (FAP), el factor tisular (FT) y el colageno y 3. suministran
inhibidores de la activacion plaquetaria (prostaciclina) y activadores como el activador
del plasmindgeno tisular (AP-t) para la eliminacion de los trombos a través de la lisis de
la fibrina (124).

En la lesion endotelial se produce una vasoconstriccion refleja, que tiene como
finalidad evitar la pérdida de sangre, principalmente en la microvasculatura y, provocar
variaciones en la velocidad y tipo de flujo sanguineo, para permitir la activacion de las
plaguetas. Este proceso es mediado por la interaccion del sistema nervioso auténomo,
células musculares y varios mediadores, tales como serotonina, adrenalina,
noradrenalina y otros (200).

La vasoconstriccion es un proceso extremadamente rapido, el cual, de forma
efectiva, detiene el sangramiento de los vasos sanguineos pequefios, pero no puede
prevenir el sangramiento en los vasos sanguineos mas grandes, por tanto, otros
mecanismos también relativamente rapidos son necesarios, especialmente las reacciones
de adhesion y agregacién plaquetaria (167). Inmediatamente a la vasoconstriccion se

desarrollan los procesos de adhesion plaquetaria, cambio de forma, agregacion y
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secrecion de las plaquetas. A continuacidbn se describiran primero los aspectos
morfologicos de las plaguetas, antes de explicar sus funciones.
Las plaquetas

Las plaguetas son fragmentos celulares anucleados y son las particulas celulares
mas pequefias que normalmente circulan en la sangre de mamiferos. Cuando estan en
reposo (inactivas) presentan forma de disco con superficies lisas. Cuando se activan
cambian a la forma esférica, pudiendo emitir largas prolongaciones en varias
direcciones. Pueden variar en el tamafio (1-5um en el perro) (312), siendo
aproximadamente de la mitad a un tercio del tamafio de los eritrocitos.

En las trombocitopenias en remision pueden aparecer en la sangre periférica
formas gigantes llamadas macroplaquetas, que llegan a alcanzar el tamafio del eritrocito
(90). Son sintetizadas en la meédula 6sea y liberadas a la circulacion por la
fragmentacion del citoplasma de los megacariocitos. Cada megacariocito libera varios
miles de plaquetas dentro de la circulacion. Su sintesis es estimulada por la hormona
trombopoyetina, la cual se consigue en bajas concentraciones en el plasma (173).

El recuento de plaquetas en la sangre de los perros es aproximadamente 200.000-
500.000/uL, dos terceras partes se encuentran en la sangre y una tercera parte se
localiza en el bazo. Se considera estado de trombocitopenia en el perro cuando existen
menos de 200.000/uL y trombocitosis cuando supera los 500.000/ uL (90).

Las plaquetas viejas son removidas de la circulacion por macréfagos tisulares,
principalmente del bazo, higado y médula ésea (16). El bazo es un factor significativo
en la determinacion de la sobrevida de las plaquetas del perro, pudiéndose obtener un
alargamiento significativo de ésta después de la esplecnotomia (70).

El mecanismo por el cual la esplenectomia permite que las plaquetas caninas
sobrevivan mas tiempo no esta claro, una explicacion es que los macréfagos esplénicos
son mas capaces de monitorear cambios dependientes de la edad en las plaguetas
circulantes, que los macrofagos del higado y de la médula 0sea, los sitios secundarios
para remocion plaquetaria. En ausencia del bazo, estos otros macrofagos con estandares
menos exigentes serian ahora los responsables de la remocion de las plaquetas seniles
(70). La vida media de las plaquetas normales de los perros es de 9 dias segl@t Smith

al. (273), mientras otros estudios reportan una vida media de 6 dias (70, 132).
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Estructura de la plaqueta

El proceso de activacion de la plagueta, estimulado por diferentes agonistas
solubles, tales como trombina y adenosin difosfato (ADP), o proteinas insolubles de la
matriz de la pared del vaso sanguineo, tales como colageno o factor von Willebrand
(FYW), resulta en una dramética reorganizacion de la membrana plaquetaria,
citoesqueleto y organelos citoplasmaticos (61). La ultraestructura de las plaguetas
activadas y no activadas se muestra en la Figura 2.

Membrana plaquetaria

La membrana plaquetaria tiene la estructura trilaminar clasica, con una doble capa
de fosfolipidos (FL) y proteinas integrales embebidas, se invagina para dar lugar a un
sistema de canales y canaliculos que forman una red dentro del citoplasma, llamada
sistema canicular abierto conectado con la superficie (SCCS).

Un sistema de membrana interna diferente es el sistema tubular denso (STD),
derivado del reticulo endoplasmico del megacariocito. Este sistema concentra un
deposito de calcio almacenado, analogo al reticulo sarcoplasmico del musculo, y es el
sitio de sintesis de prostaglandinas (108).

Existen alrededor de 30 proteinas integrales en la plaqueta, que incluyen
antigenos, receptores de glicoproteinas (GP) y varias enzimas embebidas en la
membrana (69). Las GP receptoras estan ancladas en la membrana plasmatica, sobre la
superficie plaguetaria o dentro en el SCCS, asi como en la membrana de los granulos
densos.

Las GP mas importantes de la membrana de las plaquetas son la GP Hfsllla (
Bs3) y la GPIb-IX-V. La GPIIb-llla es un miembro de la familia de las integrinas de
receptores de membrana, llamadas asi porque integran los ligandos extracelulares
con el citoesqueleto intracelular (108). La GPIIb-llla es la GP mas abundante sobre la
superficie de la membrana celular y es también abundante sobre la membrana de los
granulos densos. Después de la activacion plaquetaria, la densidad de receptores GPIlIb-
llla funcionales aumenta hasta el doble (142). El principal ligando para GPlIb-llla es el
fibrinbgeno, uno de los mediadores principales de la agregacion, aunque también puede
unir FvW, fibronectina, y otras proteinas adhesivas (251).

La GP llIb-llla en las plaquetas en reposo tiene baja afinidad por el fibrinégeno y
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Sistem a canicular abierto
conectado con la superficie
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| grénulos- a

Figura 2. Micrografia electrénica de plaquetas en reposo y activadas. Las
fotografias superiores son micrografias electronicas escaneadas, a la izquierda,
mostrando la forma de disco de una plagueta normal circulante (x 20.000) y a la
derecha la forma esférica de una plaqueta activada con muchos seuddpodos (x
10.000). Las fotografias inferiores son micrografias electronicas de transmision de
una seccion transversal de las plaguetas. A la izquierda, en reposo (aumento x
21.000), con un dibujo complementario (mas a la izquierda), mostrando las
estructuras subcelulares. A la derecha, activadac(30.000). La constriccion de un
anillo microtubular rodea los granulos centralizados, pudiendo ser vista la
formacion de seudépodos. Tomada de Colmaat al. (60)
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otros ligandos solubles. Cuando las plaguetas son activadas por sustancias
estimuladoras, resulta en un cambio conformacional de GPIIb-llla, que aumenta la
afinidad para unir a su ligando (266, 267).

La GPIb-1X-V es un complejo heterodimero, que existe principalmente sobre la
superficie plagquetaria y su concentracion disminuye durante la activacion plaquetaria,
con translocacion desde la superficie al interior de la plaqueta (dentro del SCCS). Es el
principal receptor para el FvW, por tanto es el principal responsable de la adhesion
plaguetaria al subendotelio (224).

Citoesqueleto plaquetario

La forma discoide de la plagueta es mantenida por un citoesqueleto membranoso
compuesto de actina, espectrina, proteinas asociadas y una banda circunferencial de
microtubulos (filamentos de tubulina), localizada inmediatamente debajo de la
membrana. Durante la activacion de la plagueta los microtibulos se contraen,
permitiendo que la plaqueta se vuelva esférica y dirigen el movimiento de los granulos
secretorios hacia el centro de la célula (311).

Por otro lado, la actina y la miosina son rapidamente ensambladas en
microfilamentos una vez que la plaqueta se activa, suministrando una fuerza contractil
para el cambio de forma y la formacién de seuddpodos. Otra funcién del citoesqueleto es
servir de sitio de anclaje a la porcién citoplasméatica de los receptores transmembrana y
para transmitir sefiales desde el interior hacia la superficie plaquetaria, desde el sitio del
receptor del ligando (sefalizacion dentro-fuera) (61).

Granulos plaguetarios

La plagueta no tiene nucleo, ni tampoco organelos sintetizadores de proteinas,
tales como reticulo endoplasmico rugoso o aparato de Golgi. Contiene mitocondrias,
granulos de glucdégeno, tres tipos de granulos dispersos dentro del citoplasma: granulos
alfa, granulos densos (granulos delta), y granulos lisosdmicos. Los granulos alfa son los
principales granulos secretorios plaguetarios y son también los mas numerosos y
prominentes organelos plaquetarios. La ultraestructura de los granulos (Figura 2) esta
caracterizada por una region nucleoide densa que contiene proteoglicanos y proteinas
basicas especificas de plaquetas, factor plaquetarig-rogmboglobulina, una zona

mas clara contiene FvW. Las proteinas que contienen estos granulos alfa son adquiridas
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por varios mecanismos: a) sintesis endodgena, b) endocitosis mediada por receptor y c)
pinocitosis de fase fluida (97). La membrana de los granulos alfa contiene un namero

de moléculas receptoras, algunas como la P-selectina, osteonectina, y GP llb-llla son
especificas de estos granulos, estdn ausentes de la membrana plasmatica de las plaquetas
en reposo, la P-selectina en particular llega a ser un marcador de activacion cuando es
expresada sobre la superficie celular. Igual razonamiento se aplica para las proteinas
solublesp-tromboglobulina y FP4, las cuales cuando son detectadas en plasma, son
marcadores agudos de la secrecion plaquetaria y por tanto de activacion (69).

Los granulos densos son menores en numero en comparacion con los granulos
alfa, y son facilmente reconocidos por su nucleo denso rodeado por un halo claro (Figura
2), siendo los organelos de almacenaje de moléculas pequefias: pool no metabdlico de
ATP, ADP, serotonina, calcio, magnesio, etc., mas que de proteinas. El contenido de
estos granulos es secretado por las plaquetas humanas durante la reaccién de liberacion.
La proporcion relativa de estos constituyentes varia entre las especies (69, 97).

Los lisosomas son pocos, contienen varias enzimas hidroliticas y su funcién ain
no esta clara, se asume que tienen un papel de digestion del coagulo y de los
componentes de la matriz vascular, como parte de la curacion de la herida (224).

Funcion plaquetaria

Las plagquetas son un componente esencial en la hemostasia, deteniendo en un
inicio el sangramiento. Las reacciones involucradas incluyen la adhesion al sitio de
corte del vaso sanguineo (sitio de dafio endotelial), extension de las plaquetas adheridas
sobre la superficie subendotelial expuesta, secrecidon de los constituyentes de los
granulos, y formacion de agregados plaquetarios grandes (tapon plaquetario) (256).

Ademés de estas reacciones, la membrana plaquetaria llega a exponer sitios de
adsorcion de factores de coagulacion, acelerando la coagulacion sanguinea, lo que
resulta en la formacion de una red de fibrina que va a reforzar el tapon plaquetario. Este
coagulo de plaqueta-fibrina posteriormente se retrae a un volumen mas pequeiio,
proceso también dependiente de la plaqueta.

Formacion del tapon plaquetario
El tapon hemostatico primario resulta de la transformacion de las plaquetas de

inactivas en activas y se forma en una secuencia especifica de cuatro procesos diferentes
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llamados adhesion, activacion, agregaciony secrecion (61).
Adhesién de las plaquetad subendotelio

Es el primer paso en la formacion del tapon hemostatico. Cuando se lesiona el
endoteliose produce hemorragia y las plaguetas se escapan de los vasos sanguineos,
fluyendo al interior de los tejidos endoteliales. Inmediatamente, las plaguetas (inactivas)
se adhieren, a través de su receptores: la integipfia (GPla-lla) y la GPVI, a las
fibrillas de coldgeno del subendotelio expuesto y al FvW (167).

El FYW se enlaza, tanto a las fibras de colageno del subendotelio, como al
complejo GPIb-IX-V (receptotonstitutivamente activokn la superficie de la plaqueta,
convirtiéendose en un puente que conecta la plaqueta a la fibra de colageno (219). Esta
interaccion FvW- GPIlb-IX-V es esencial para la captura inicial de la plaqueta en el area
de la lesion, ya que minimiza fuertemente la movilidad de la plaqueta. Por tanto el FvW
actla como una clase de pegamento molecular (167, 215).

La adhesion plaquetaria inicia una cascada de sefalizacion intracelular, que
desencadena el cambio de forma de la plaqueta y secrecion y activacion de GPIIb-llla.
Estas reacciones finalmente resultan en la formacion de interacciones plaqueta-plaqueta,
gue conducen a la formacion del tapon o agregado plaquetario. Por tanto, se requiere la
interaccion sinérgica de los receptores GPllb-llla y GPIb-I1X-V, asi como de sus
ligandos principales, fibrindgeno y FYW, para que se pueda formar el tapon plaquetario
(251).

Activacién de las plaquetas

Comprende uronjunto de cambios bioquimicos, desencadenados por la adhesion
de las plaquetas al colageno a través del FYW. A los agentes que inducen la activacion
de las plaguetas se les llama agonistas, éstos poseen un receptor en la superficie de la
plagueta, al que se unen, formando un complejo agonista-receptor (3, 224). Uno de estos
agonistas es el colageno que, como se menciond anteriormente, se une a la plagueta a
través de la integringpi (GPla-11a) y de la GPVI (Abrams y Brass, 2006) (3).

Las plaquetas se unen de dos formas diferentes a este agonista. Pueden unirse a)
directamente al colageno a través de la integeyfia y la GPVI, que trabaja en
conjunto con la cadenadel receptor Fc (GPVI-FgRR (requiriendose la interaccion del

coldgeno con estos dos receptores para una respuesta completa de la plaqueta, o b)
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también pueden unirse indirectamente al coldgeno por medio del FYW y el complejo
GPIb-IX-V en la plaqueta, formandose un puente entre el FvW anclado al colageno del
subendotelio y la plaqueta circulante, como se explicé anteriormente (155). Una vez
unido el coldgeno a sus receptores en la plaqueta, se inducen cascadas de sefalizacion
intracelular que promueven la secrecion de ADP y la produccion y liberacion de TXA

El ADP y el TXA se unen a sus propios receptores sobre las plaquetas, generando
sefales que apoyan los efectos mas directos del colageno (155).

La via de sefializacion del colageno, inmunoglobulinas y FvW depende de
tirosinas quinasas no receptoras. Una vez que se une el colageno a la GR\8eFcR
promueve la fosforilacion de la tirosina del fragmento de activacion basado en tirosina
del receptor inmune (ITAM) de la cadepamediante las tirosinas quinasas Lyn y Fyn,
con la siguiente uniodn y activacion de la tirosina quinasa Syk. Esta proteina Syk parece
tener un papel critico en la activacion plaquetaria por el colageno, ya que las plaguetas
de ratones sin Syk no se agregan en respuesta al colageno (155). La estimulacion
plaguetaria del colageno también produce la activacion de la fosfolipagalCy,), lo
gue provoca la hidrélisis de fosfoinositoles induciendo la activacion de GPIIb-llla. Esta
activacion provoca la capacidad de unién de ligandos solubles, los cuales, a su vez,
conducen a la activacion de Syk, contribuyendo a la polimerizacion de actina, cambio de
forma, expansion y contraccion plaguetaria (155).

Existen agonistas que provienen de la misma plaqueta, como el ADP liberado por
los granulos densos de las plaguetas, que se une principalmente a dos receptores sobre la
membrana plaquetaria, receptores purinérgicos; P2Y P2Y;, e inicia la agregacion
plaquetaria (152)La serotonina interactia con el receptor 5-HT-2 tyoenboxano A
(producto de la sintesis de la ciclooxigenasa) se une a un receptor especifico de
tromboxano (TR y TPB). Todos estos agonistas se unen a receptores transmembrana
acoplados a proteina G, una vez unidos inducen un proceso de sefializacion que conduce
a la activacion de la GPIIb-llla (136).

Otros agonistas son la epinefrina (también llamada adrenalina) que se une al
receptora-adrenérgico y la trombina que se une a los receptores: receptor activado por
proteasas 1 (RAP-1) y RAP-4 (62). La mayoria de estos agonistas causan la activacion
de la glicoproteina GPIllb-llla, pero en cambio la trombina causa directamente la
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secrecion plaquetaria, es decir activa a la plaqueta por un mecanismo que no requiere de
agregacion, y es independiente de la actividad de la ciclooxigenasa (302).

Sefializacion intracelular plaquetaria, aspectos bidmicos de la activacion
plaguetaria

La interaccion de un agonista con su receptor en la superficie plaquetaria causa la
activacion de dos rutas de activacion principales, la ruta de la hidrolisis de los
fosfatidilinositidos y la ruta de los eicosanoides. El resultado del enlace por todos los
agonistas es similar (15).

Ruta de la hidrdlisis de lo®osfatidilinositidos

Comienza con la activacion de la fosfolipasa C (P(Eura 3) una enzima de
membrana que en la plaqueta presenta dos isofopmysy. La formap es
activada por una proteina G, escindiendo al fosfatidilinositol 4,5 bifosfate (BIP
P14,5-B) de membrana, rindiendo dos compuestos: el diacilglicerol (DAG), que se
gueda unido a la membrana, vy el inositol 1,4,5 trifosfate ¢IPL,4,5-B), que se
traslada al citosol; ambos actian como segundos mensajeros (25, 58).

El DAG activa a la proteina quinasa C (PK@)a vez activada, esta enzima
conduce a la fosforilacién de la proteina intracelular P47 hasta PA7{RAP47-PQ
en conjunto con tromboxano y CLM-RP(cadena liviana de miosina fosforilada)
estimulan la secrecién de los granulos densos y lisosomales. El segundo producto de la
hidrdlisis de la PLC, el lPse une a receptores sobre la membrana de los tubulos densos
y provoca la liberacion de calcio de esta estructura membranosa, aumentando, asi, el
calcio citosolico plaquetario (39).

Ruta eicosanoid® del Acido Araquiddnico (AA)

Los eiocosanoides se forman desde el AA (Figura 3), que es liberado de los
fosfolipidos de la membrana por la fosfolipasa #®LA;) durante la activacion
plaquetaria. Una vez liberado, el AA puede ser metabolizado a prostanoides y
leucotrienos. Los prostanoides son formados por la enzima ciclooxigenasa en las
plaquetas e incluye a endoperoxidos y tromboxanos.

En la plaqueta, la ruta predominante para el metabolismo del AA conduce a la
sintesis de tromboxano, ATxA,), el cual es un poderoso activador de plaquetas (98).

Un incremento del calcio intracelular es una constante que acompafia a la activacion de
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Figura 3. Visidbn general de la hemostasia. ADP (adenosin difosfato), TxA
(tromboxano A;), CO (ciclooxigenasa), TS (tromboxano sintetasa), MLCK
(quinasa de la cadena liviana de miosina), FYW (Factor von Willebrand), G
(proteina G), TK(tirosina quinasa), PLA, PLC(fosfolipasas A y C), PIR

(Fosfoinositol bifosfato), IR (Inositol trifosfato), DAG (Diacilglicerol) (Tomado de
Colmanet al) (60)
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las plaquetas y es mediada por e}. IBna variedad de enzimas implicadas en la
sefalizacion requieren de calcio, incluyendo RLUALC, y la quinasa de la cadena
liviana de la miosina. El aumento de calcio intracitoplasmatico causa diferentes
respuestas plaquetarias, dependiendo del agonista que esté actuando (61).

Estas respuestas incluyen cambio de forma, exposicion del receptor de
fibrinbgeno, secrecion de granulos densos, secrecion de granulos alfa, liberacion de AA
y liberacion de hidrolasas &cidas. La interaccion agonista—receptor también puede
causar la entrada de calcio, desde el medio extracelular al citoplasma, a través de
receptores que operan canales de calcio (224).

Efectos de la activacion plaquetari€ambio de forma, agregacion y secrecion

El cambio de forma de la plaqueta es considerado el indice mas sensible de
activacion plaquetaria. Se refiere a la transformacion de las plaguetas desde la forma
de disco a la esférica, con proyecciones espinosas llamadas seuddépodos. Esta
transformacion esta asociada con la activacion del aparato contractil del citoesqueleto
(fosforilacion de la miosina, polimerizacion de los filamentos de actina) (129).

Agregacion plaquetaria

La agregacion plaquetaria puede ser definida como el proceso por medio del cual
las plaquetas se unen unas a otras (cohesioén) y toma lugar después de que las plaquetas
han sido activadas por agonistas. Cuando la plaqueta es activada por un agonista, se
forman puentes entre plaquetas adyacentes (plaqueta-fibrinégeno-plaqueta), que
conducen a la formacion de un agregado de plaguetas. Estos puentes se pueden formar
porque el fibrindgeno posee dos sitios de unidn a la plaqueta.

Si llegase a faltar alguno de estos tres componentes: calcio, GPlIb-llla o
fibrinbgeno, las plaquetas no agregarian en respuesta a los agonistas (61). Dependiendo
del tipo de agonista o0 de la concentracidon del agonista usado, la agregacion puede
proceder en dos ondas o fases, generalmente llamadas agregacion primaria y secundaria.
La primera es reversible y la segunda irreversible (64).

La agregacion primaria (12 fase) se refiere a la agregacion directa de las plaquetas
por agonistas exdgenos tales como ADP, adrenalina, trombina y ristocetina. La segunda

fase de agregacion es mediada a través de la liberacion de ADP enddgeno (309).
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Agregacion inducida por ADP: al exponer las plaquetas al ADP, éste se unira a los
receptores especificos presentes en la membrana plaquetaria, causando la activacion de
la plaqueta, lo que desembocara en la liberacion de Acido Araquidonico (AA) desde los
fosfolipidos de la membrana, por la activacion de las fosfolipasas, metabolizandolo a
TXA,, con la consecuente contraccion y liberacion del contenido plaquetario al medio
(224).

Al estimular las plaquetas con ADP, lo primero que se observa en el registro de
agregacion es un desplazamiento hacia el margen de menor transmitdd@y €sto
se explica por el cambio de forma de la plagueta, desde la discoidal hasta la esferoidal
con seudopodos, lo que origina una mayor DO en la muestra; este proceso dura
aproximadamente 16 segundos (s) y luego el trazo se dirige hacia el margen de maxima
transmitancia (224).

La curva de agregacion inducida con ADP es bifasica, la primera ola se considera
como el proceso que involucra la formacién de puentes de fibrindgeno. La segunda ola
o fase de la agregacion corresponde a la fase de liberacion (secrecién) del contenido de
los granulos plaquetarios. Al liberarse al medio las sustancias proagregantes como
ADP, serotonina y Ca se amplifica el estimulo original. A concentraciones de ADP
>2,5uM no puede distinguirse la primera de la segunda ola (224).

Agregacion con Colageno: el colageno es una proteina insoluble, componente del
subendotelio, al cual las plaquetas se adhieren, en una interaccion que requiere FvW.
Esta interaccién entre las plaquetas, FYW y colageno es también capaz de causar
liberacion del contenido de los granulos densos y agregacion de las plaquetas (64).

Por otra parte, como se mencioné antes, el colageno también puede unirse
directamente a la plaqueta, a través de los receptores de colageno ubicados en su
membrana (GPVI-FcR (155). La agregacion plaquetaria inducida con colageno es
dependiente de una ruta de tromboxano intacta; la inhibicion de esta ruta por sustancias
como indometacina resulta en agregacion inducida con colageno alterada (64).

Al agregar colageno al PRP se produce inicialmente un periodo de latencia de
aproximadamente 1 minuto, de longitud variable, dependiente de la concentracion de

coldgeno afiadido y de la reactividad plaquetaria, hasta que comienza una curva de
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agregacion monofasica, dependiente de la formacion de tromboxano y secrecion
subsiguiente. Se considera que esta latencia es el tiempo necesario para que las plaguetas
se adhieran a las fibrillas de colageno y sufran un cambio de forma vy liberacion (61).

La interaccidon del colageno con las plaguetas libera calcio lentamente desde un
deposito intracelular, resultando en un cambio de forma de estas células. La agregacion
y secrecion se inician cuando la concentracion intracelular de calcio llega a ser adecuada
para activar a las fosfolipasas, resultando en liberacién de acido araquidénico desde los
fosfolipidos de la membrana y formacion de tromboxano (64).

La capacidad para unir FYW y activar plaquetas depende mas de la estructura del
coldgeno que del tipo de colageno. En este sentido, el colageno fibrilar es mejor agente
activante plaquetario que los monémeros de colageno (64). Una eventual disminucion o
bloqueo de la agregacion plaquetaria con colageno podria ser ocasionada por bloqueo
de la via de la ciclooxigenasa con disminucion de sintesis y de liberacion de
tromboxano, debido a que el tromboxano se requiere como mediador en la activacion
plaquetaria y, para la secrecion de cantidades adecuadas de las sustancias contenidas en
los granulos plaquetarios. Se ha demostrado esta dependencia dglp@beA la
activacion plaquetaria por colageno a concentraciones de 0,3, 1y 3 pg/mL, en
plaquetas sanas tratadas con indometacina (72).

A una alta concentracion de colageno, alteraciones de la agregacion podrian
atribuirse a interferencia en la union del colageno a sus receptores sobre la membrana
plaguetaria, a alteracion de la liberacion de calcio desde sus vesiculas, a defectos en la
liberacion del contenido de los granulos plaquetarios inducida por el calcio, y/o a
reducida respuesta plaquetaria a los agonistas de agregacion secundaria como el ADP
(159).

Agregacion con Trombina: la trombina es el mas potente de todos los agonistas
plaguetarios y no depende de la ruta del tromboxano para su actividad. La trombina es
capaz de causar secrecion directamente (es un secretagogo directo). Este agonista es
también extremadamente potente en elevar la concentracion de calcio citosolico
plaguetario, una propiedad probablemente responsable de la capacidad de la trombina
para causar agregacion y secrecion (64). La trombina se usa en concentraciones
cercanas a 0,024 U/mL en PRP (224).
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Por varias razones la trombina no se utiliza frecuentemente en el laboratorio
clinico para ensayos de reactividad plaquetaria. Primero, la trombina es algo dificil de
usar, porque la concentracion a la cual causa agregacion plaquetaria es cercana a
aquellas que causan coagulacién del plasma. Ademas, debido a que la trombina es un
secretagogo directo, casi siempre causa agregacion plaquetaria, por lo tanto, no se gana
mucha informacién utilizando trombina para ensayos de funcion plaquetaria (64). Sin
embargo, un uso potencial de la trombina depende de su capacidad secretoria directa, la
trombina puede ser afiadida a la plagueta que se sospeche de deficiencia del depdésito de
almacenamiento, y la cantidad de ATP liberado puede ser cuantificado con el
lumiagregometro.

De esta manera se pueden distinguir defectos del depésito de almacenamiento de
los defectos de la ruta del tromboxano en las plaguetas, semejante al obtenido por el uso
de la aspirina (64).

La enzima trombina se une a sus receptores RAP-1 y RAP-4 en la membrana
plaquetaria, los cuales también son sus sustratos, rompiéndolos Yy activandolos e
iniciando asi, la activacion plaquetaria. La activacion de RAP-1 a bajas concentraciones
de trombina estimula un rapido y transitorio aumento del calcio intracelular. La
activacion de RAP-4 a altas concentraciones de trombina estimula un rapido pero mas
sostenido aumento del calcio intracelular que aquel iniciado por RA®L). Estos dos
receptores se activan uniéndose a la proteina G en las plaguetas y en otras células,
después de que se le ha eliminado un péptido de 41 aminoacidos del extremo N-terminal
extracelular. La retirada de este péptido por la trombina da lugar a un nuevo extremo
amino terminal, que actia como un ligando de anclaje al unirse a otra region del RAP-1,
para activar al receptor e iniciar la sefial de transduccion.

Cuando las plaquetas se exponen a concentraciones hipoagregantes de trombina,
se hacen relativamente insensibles a la adicibn de una concentracion agregante de
trombina, un proceso denominado desensibilizacion homdloga. Una parte de este
mecanismo implica la internalizacién rapida del RAP-1, pero probablemente también
estén implicados otros cambios bioquimicos (224). La trombina puede unirse a la
GPIlho, y las plaguetas de los pacientes que carecen del complejo GPIb-IX (sindrome de

Bernard Soulier) tienen una agregacion plaquetaria inducida por trombina disminuida. A
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pesar de estos datos, no esta claro que la union de la trombina a dairéébuna
sefial o tenga un significado fisiologico (224).
Secrecion plaquetaria

También llamada reaccion de liberacién, es el proceso mediante el cual las
plaguetas liberan el contenido de sus tres tipos de granulos internos. La secrecion marca
la fase final de la activacion plaquetaria, y es la causa de la agregacion secundaria. La
reorganizacion que sufre el citoesqueleto en la plaqueta activada produce la
centralizacion de los granulos, que en presencia de altas concentraciones de calcio
citoplasmaético, conduce a la fusion de la membrana de éstos con la membrana de los
canaliculos intracelulares y a la secrecion de su contenido (secrecion plaguetaria) (97).

Las plaquetas tienen una maquinaria que produce y utiliza ATP. Los nucleotidos
de adenina (ATP y ADP) en las plaquetas existen en dos compartimientos: el pool
almacenado (secretable) dentro de los granulos densos y el pool metabdlico
(citoplasmatico) fuera de los granulos. El contenido de los tres tipos de granulos es
liberado por las plaquetas activadas debido a la union de los agonistas a sus receptores
especificos sobre estas células. La liberacion de estas sustancias almacenadas como por
ejemplo el ADP y la serotonina causan el reclutamiento de plaquetas adicionales para
la formacién del trombo plagquetario (238).

Se conocen desordenes adquiridos y heredados de los mecanismos de almacenaje
y de secrecion. Pacientes con estos desordenes sufren complicaciones con sangramientos
(180). Los tres tipos de procesos de secrecion dependen de la disponibilidad celular de
ATP y van acompafados por aumento de calcio, fosforilacion de proteinas y aumento
del metabolismo de polifosfoinositidos. La trombina, el colageno y el ionoforo de
cationes divalentes A-23187 inducen los tres tipos de procesos secretorios, mientras que
el ADP, la epinefrina, y el TXA pueden estimular solamente la secrecion de los
granulos densos y la de los granulos alfa (61).
Aspectos de la regulacion de la funcién plaquetaria

La activacion plaquetaria y sus efectos pueden ser modulados por varias sustancias
reguladoras, de las cuales la mas importante es el AMP ciclico (AMPc). El aumento de
AMPc causa un numero especifico de cambios en la funcion plaguetaria, incluyendo la

reduccién de la union del agonista (180), la alteracion de la hidrélisis de los
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fosfoinositidos (308) y una acelerada captacion del calcio por el sistema tubular denso,
por medio de la activacién de una proteina quinasa (288).

La captacion del calcio por el sistema tubular denso media la fosforilacion de un
sistema de bombeo de calcio dependiente de ATP, que remueve el calcio del citosol. Por
lo tanto, el AMPc inhibe la adhesion, la agregacion, la secrecion y el cambio de forma
de la plagueta. Este AMPc se forma en las plaquetas a partir del ATP, a través de una
reaccion catalizada por la enzima adenilato ciclasa (AC). La accion de esta molécula
reguladora es fuertemente estimulada por algunas prostaglandinas en las plaquetas y por
la prostaglanding I(prostaciclina) (PG) en las células endoteliales activadas.

Las plaguetas también contienen fosfodiesterasas que rompen el AMPc en AMP,
modulando la concentracion de AMPc (93). La principal fosfodiesterasa en las
plaguetas es PDE-3A, que es inhibida por GMPc. Por tanto, componentes que
incrementen el GMPc también inhiben la activacion plaquetaria. Otros puntos de
chequeo de la activacion plaquetaria existen sobre la superficie de las células
endoteliales, que incluyen a una enzima que destruye el ADP (ADP-asa) y la
trombomodulina, un fuerte inhibidor de trombina (61).

Factor von Willebrand (FYW-AQ)

El FvW es una glicoproteina que es sintetizada por las células endoteliales y por
los megacariocitos. Se almacena en los cuerpos de Weibel-Palade de las células
endoteliales (de donde se libera al plasma tras estimulacion por trombina) y en los
granulos alfa de las plaquetas y de los megacariocitos. La actividad antigénica del FvW
traduce la concentracion total de la molécula, mientras que la actividad biolégica traduce
su capacidad funcional.

El FvW circula por el plasma unido al FVIII (VIII-FvW), ésta es una asociacion
no covalente, que parece ser estable en condiciones fisiologicas. Después del dafio al
vaso sanguineo, el FYW unido al colageno subendotelial puede ser inducido a
interactuar con el receptor glicoproteico GPIb sobre las plaquetas. Esta interaccion entre
FVvW y la GPIb resulta en la adhesion de las plaquetas y la consiguiente activacion
plaguetaria. EI FYW puede unir un segundo receptor sobre las plaguetas, al complejo
GPllb-llla (o integrinaallpBs). La GPIIb-llla es el sitio fisiologico para la union del

fibrindgeno durante la agregaciém vitro, pero en ausencia de fibrinbgeno o después
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gue la concentracion local de FvW se incrementa (por la secrecion endotelial o
plaguetaria), el FYW también puede promover este proceso de agregacion plaquetaria
(122, 297). Las plaquetas caninas, en contraste con las plaguetas de otras especies,
contienen muy poca cantidad de FvW, 1:10 de la cantidad encontrada en las plaguetas
humanas (202, 205).

Hemostasia secundaria: Sistema de la coagulacion sanguinea

La sangre contiene un numero variado de proteinas plasmaticas, entre éstas los
factores de la coagulacién y sus inhibidores, los cuales estan implicados en una
secuencia de interacciones muy controlada, que resulta en la formacion de trombina y
posteriormente de fibrina (199).

Tradicionalmente se ha divido al sistema de la coagulacion en dos viagdl. la
extrinsecao del factor tisular, en la cual se forma un complejo entre el factor VII, el
calcio y el factor tisular (FT) y 2. hia intrinsecao de contacto, en la que tres
proteinas plasmaticas, el FXII, quinindgeno de alto peso molecular (KAPM) y la
precalicreina (PK) forman un complejo sobre el colageno del subendotelio vascular. Esta
division no ocurren vivo porque el complejo factor tisular-FVII es un potente activador
de FIX y del FX (199).

Activacion de la via extrinseca y de la via intrinseca de la coagulacion sanguinea

El proceso de activacion de la coagulaciéon es primariamente una secuencia de
rupturas proteoliticas en sitios especificos. Todos los factores de la coagulacion,
excepto el FT unido a la membrana, son proteinas plasmaticas que requieren un paso de
activacion proteolitica. La activacion fisiologica de la coagulacion sanguinea es
mediada casi exclusivamente por medio de la ruta del FT (167).

Lavia extrinsecas la principal via iniciadora de la coagulacion sangumeao,
la cual implica componentes vasculares y de la sangre, siendo el FT el componente
critico. EI FT es una proteina integral transmembrana que funciona como un cofactor
para los FVII y FVlla en la via extrinseca y para el FV en la via final comdn. Se
encuentra en menor o mayor medida en todas las células y consiste de tres dominios, el
citosodlico, el transmembrana y otro extracelular (167). La expresion del FT sobre la
superficie de monocitos y macrofagos activados es una funcién efectora importante en

estas células durante la inflamacion. Los monocitos aislados de la sangre periférica
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normalmente no tienen niveles detectables de FT, pero expresan esta proteina
fuertemente después de la estimulacion con endotoxina bacteriana o con ciertos
mediadores inflamatorios (48, 104).

Después de un dafio vascular, la sangre es expuesta a las células que expresan FT,
donde el FT se une con alta afinidad a pequefias cantidades de FVlla que se encuentran
en la circulacion en todo momento. También el FT se puede unir al FVII, el cual se
activa a FVlla. Este complejo tenasa extrinseca (FT-FVIla) en presencia de calcio,
inicia la cascada de la coagulacién sanguinea en la hemostasia normal. EI complejo FT-
FVlla estimula la cascada de la coagulaciéon de dos maneras (Figura 4). El FT-FVlla
puede activar al FIX. Este FIXa se une con su cofactor, el FVllla, lo que ocurre
sobre una superficie de fosfolipidos, para junto con el calcio formar el complejo
tenasa intrinseco FIXa-FVllla, este ultimo, a su vez, une al FX, activandolo a FXa
(261).

Alternativamente el complejo FT-FVlla puede activar directamente también al FX.
Una vez activado el FX, por una u otra via, forma un complejo con el FVa (FXa-FVa)
(complejo protrombinasa) en la superficie de fosfolipidos de las plaquetas y unen al Fli
para formar la trombina (Flla), la cual actia sobre el fibrinbgeno generando
mondémeros de fibrina, que se polimerizan para formar el codgulo (261). El complejo
FVlla-FT es inhibido por el inhibidor de la via del FT (IVFT).

Posteriormente el FXIII es activado por la trombina que se ha generado, pudiendo
asi formar puentes de glutamil- lisina entre las cadenas laterales de los mondémeros de
fibrina, solidificando el coagulo de fibrina. La trombina es también capaz de activar al
FXI y formar FXla, el cual va a activar a mas FIX a FIXa. Puede la trombina activar
también a los cofactores FVIII y FV, al FXIII, al inhibidor de la fibrindlisis activable
por trombina (TAFI), a las plaquetas, a la proteina C y a los receptores de trombina
humanos RAP-1, RAP-3 y, RAP-4, todos son sustratos naturales de la trombina (261).

La via intrinsecase inicia por componentes completamente contenidos dentro del
sistema vascular. Esta via resulta en la activacion del FIX a FIXa, suministrando una
ruta independiente del FVII para la coagulacion de la sangre. El FXII, KPM y PK son
las llamadas proteinas del sistema de contacto, a las que hoy en dia se les da menos

importancia en el inicio de la coagulacion, aunque desempefian un papel importante en
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el crecimiento y mantenimiento del coagulo. La finalidad de ambas vias es la activacion
del factor X, necesaria para la transformacion de protrombina en trombina, precisando
también la presencia de fosfolipidos y calcio (261).

La trombina transforma al fibrindgeno en fibrina, con una estructura biolégica
tridimensional compleja que requiere ser modificada covalentemente por el FXllla para
gue funcione efectivamente durante la hemostasia y el sellado de heridas) (261). El
FXllla entrecruza covalentemente moléculas de fibrina unas con otras y une inhibidor
anti - plasmina @ (20-AP) y otras moléculas a la fibrina para regular la barrera
resistente a proteasas y mecanicamente elastica ante la pérdida de sangre (116). La
estabilizacion de la fibrina es necesaria para una hemostasia efectiva. Las pruebas de
coagulacién de despistaje (TP, TTPa, TT), rinden resultados normales en presencia de
una deficiencia de FXIII (261).

Aunque el proceso de coagulacién sanguinea ha sido descrito como una serie de
acciones proteoliticas secuenciales, sin embargo, la naturaleza de la hemostasia es
quizas mejor describirla como un proceso complejo e interconectado que funciona con
un umbral limitado e incluye a eventos celulares, bioquimicos vy fisicos (151). Nuevos
datos han suministrado evidencia para un modelo de hemostasia basado en células, el
cual enfatiza la importancia de receptores celulares especificos para las proteinas de la
coagulacion (167).

Segun el modelo reciente sobre la fisiologia de la coagulaciébn sanguinea, la
coagulacién no ocurre como una cascada sino en tres fases que se solapan entre si. La
fase 1 (iniciacion) ocurre sobre una célula portadora de FT, por ejemplo, monocitos
activados. Esta union resulta en la formacion de FIXa y FXa y posiblemente pequeiias
cantidades de trombina. Esta fase es rapidamente apagada por el inhibidor vascular del
Factor Tisular (IVFT). En la fase 2 (amplificacion) las plaquetas y los cofactores FV y
FVIII son activados con el propdsito de permitir la generacion de trombina a gran escala.
En la fase 3 (propagacion) grandes cantidades de trombina son generadas sobre la
superficie plaquetaria. Esto conduce también a la activacion de FXI, el cual esta
disponible en la fase fluida, aunque también es liberado de las plaquetas. La superficie
de las plaquetas activadas protege al FXla de la inhibicién por la proteasa nexina 2. El

FXla puede inducir la formacion explosiva de la trombina por la activacion mas
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eficiente de FIX sobre la superficie plaguetaria. Obviamente, una formacion masiva
adicional de trombina por medio de esta via ocurre cuando la fibrina ya ha sido formada
(Kolde, 2004).

Sistema de la Fibrindlisis

La lisis del coagulo y la reparacion del vaso comienzan inmediatamente después
de la formacion del tapon hemostatico definitivo. La plasmina se encuentra en forma de
precursor inactivo, el plasmindgeno. Cuando la fibrina ya no es necesaria se activa el
sistema fibrinolitico, convirtiendo la fibrina en sus productos de degradacion solubles,
mediante la accion de la enzima plasmina (123). Su accion es coordinada a través de la
interaccion de activadores, zimdgenos, enzimas, inhibidores, y receptores para proveer
la activacion local en el sitio de deposicidn de la fibrina (197).

Los dos activadores fisiologicos del plasmindbgeno mas importantes son, el
activador tisular del plasmindgeno (APt) vy el activador de plasmindégeno tipo
uroquinasa (APu), ambos son precursores de serin-proteasas y requieren un paso de
activacion proteolitica. El APt, principal activador fisiolégico, difunde desde las células
endoteliales y convierte el plasmindgeno absorbido en el coagulo de fibrina, en plasmina
(143, 294).

Una vez activada la plasmina, degrada entonces al polimero de fibrina
entrecruzada y libera productos de degradacion de la fibrina (PDF) de diferentes
tamafios moleculares, los mas pequefios son los fragmentos D y E. Un producto
importante de esta degradacion, desde el punto de vista diagnostico, es el Dimero-D, el
mas pequefio de una serie de PDFs entrecruzados por el FXllla (61).

La plasmina también rompe al fibrinGgeno, el cual genera productos de
degradacion de fibrinbgeno, como fragmento X, fragmento Y y productos mas
pequefios. Algunos de éstos alteran la agregacion plaquetaria y la polimerizacion de la
fibrina y, funcionan como anticoagulantes (167). Aunque la plasmina puede degradar
también al fibrinbgeno, esta reaccion permanece localizada por las diferentes moléculas
inhibidoras que inactivan a las proteasas activadoras del sistema fibrinolitico (186).

El principal inhibidor fisioldgico de la plasmina es la aHatiplasmina d,-AP),
gue reacciona rapidamente con la plasmina en el plasma e inhibe irreversiblemente ala

enzima para formar un complejo bimolecular estable. En el procespanéiplasmina
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es parcialmente degradada por la plasmina. También el FXIll entrecruzana la
antiplasmina con la fibrina, haciendo a la fibrina mas resistente a la degradacion de la
plasmina y contribuye a un incremento de la resistencia a la lisis del coagulo de fibrina
entrecruzada.

Otros inhibidores del sistema fibrinolitico comprenderujdanacroglobulina, el
inhibidor del activador tisular del plasmindgeno 1 (IAP-1 o PAI-1), el inhibidor de C1,
glicoproteina rica en histidina (GRH), inhibidor de la fibrindlisis activable por trombina
(IFAT o TAFI) y lipoproteina a (Lpa) (197). Tanto APt como APu son eficientemente
inhibidos poraz-antiplasmina e IPA-1 (31).

Incrementadas concentraciones de dimero-D sobre el valor basal indican
formacion excesiva de fibrina, estabilizacion por el FXlllay su lisis subsiguiente por la
plasmina y ésto a su vez equivale a la activacion de la coagulaciéon y de la fibrindlisis.
Por este motivo el dimero-D es considerado en hemostasia un marcador de activacion
de la fibrindlisis, por tanto un elevado nivel de dimero-D indica hiperfibrindlisis (167).

En la Tabla | se observan los rangos de referencia de algunos valores
hematoldgicos y de la coagulacion sanguinea en perros.

Mecanismo patolégico de la hemostasia

Cuando se altera uno de los cuatro componentes hemostéaticos: vasos sanguineos,
plaquetas, coagulacion vy fibrinolisis, aparecen enfermedades hemorragicas o
tromboembodlicas (245). Las plaquetas juegan un papel central en la hemostasia primaria,
por esta razon las alteraciones hemostaticas hemorragicas mas comunes implican a las
plaguetas, ya sea solas o en combinacidn con otros sistemas hemostaticos (274).

Los trastornos hemostaticos pueden clasificarse por conveniencia como
hereditarios o adquiridos. Alternativamente pueden clasificarse en funcion del
mecanismo del defecto. Dentro de los trastornos adquiridos, las trombocitopenias son
con mucho, las entidades mas frecuentemente encontradas (263).

Alteraciones de la hemostasia primaria
Desérdenes en los vasos sanguineos

La sintomatologia clinica usual de estos defectos es la tendencia a formar

hematomas o el sangramiento espontaneo, especialmente de la superficie de las

mucosas. Existen desordenes vasculares hereditarios y adquiridos. Entre las anomalias
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Tabla 1. Valores de referencia de la hematologia y de la coagulacidbn sanguinea en caninos

Variables Rangos Unidades
hemoglobina 12-18 g/dL
hematocrito 37-55' %
plaquetas 200-500 x 162 JuL
hemoglobina corpuscular med@HCM) 32-36 g/dL
leucocitos 6al7x16? JuL
neutréfilos 3a11,5 x 10° /uL
linfocitos 1a 4,8x 10 /uL
monocitos 0,2a14x1W /uL
eosinofilos 0.1a13x 10° /uL
concentracion de Fibrinogeno 200-406 mg/dL
tiempo de protrombina 5- s
tiempo de tromboplastina parcial activada 10,8-13,8 s
= ‘0- 0,

factor von Willebrand (FvW) normal =70 2 18panormal:0-49 &

en el limite de lo normal = 50 a%69 %
agregacion plaquetaria en sangre t(@ab/mL 10-12° 0
colageno)
secrecion de ATPL U/mL de trombina) 1,6-1,8 nmol
secrecion de ATBpg/mL de colageno) 0,8-1 nmol
sec. de ATP/18 plaquetas(l U/mL trombina) 1,3+0,4 umol/ 1¢*
concentracion de dimero D 150-450 ng/mL
tiempo de lisis de euglobulina 90-300° min

3= Schalmet al(258) "= Lewis (184) °=Brooks (41)"= Graueret al(113) °= Juttneret al(156) = Meyers et al.(204) 9=
Tarnow et al.(207)
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adquiridas se encuentran: 1. Purpura alérgica, asociada con alergia alimentaria,
medicamentosa, toxica, infecciosa y por frio. 2. Paraproteinemia y amiloidosis, debido a
deposicion de estos compuestos en el endotelio y aparente infiltracion perivascular,
asociada a hemorragia. 3. Deficiencia de vitamina C, con disminucion de la sintesis de
coldgeno y debilitamiento de las paredes de los capilares y 4. Purpura sicogénica, con
sangramiento cutaneo (239).

Desoérdenes de las plaguetas

La funcion plaquetaria puede estar alterada en muchas condiciones clinicas en
medicina canina, asi, se ha reportado activacion plaquetaria en presencia de parasitos
intravasculares, en rickettsias codoplatysy E. canis por vasculitis y en infecciones
virales. Por otra parte, la infeccion déncanisse acompafia de hemorragias, con o sin
la presencia de trombocitopenia, lo que hace sospechar de una alteracion plaquetaria
asociada a rickettsias (295). Los desordenes plaquetarios pueden ser divididos en dos
grandes categorias: alteraciones en el nimero de plaquetas (cuantitativas), o alteraciones
de la funcién plaquetaria (cualitativas), siendo también de tipo congénito o adquirido
(268).

Alteraciones en el nimero de las plaquetas
Trombocitopenia

Se define como un recuento de plaquetas menor de 200.000/uL (200)>ef0
perros. Es la causa mas comun de sangramiento encontrada clinicamente. Las
alteraciones plaquetarias se manifiestan principalmente por una hemorragia excesiva en
localizaciones mucocutaneas, con petequias (3mm), equimosis (3cm), purpura (1cm),
epistaxis, hemorragia gingival y menorragia, mas frecuentemente (107).

Tanto las alteraciones cualitativas como las cuantitativas de las plaquetas pueden
producir estos sintomas, siendo necesario excluir la trombocitopenia mediante la
realizacion de un recuento de plagquetas. Las infecciones con rickettsias suelen cursar
con trombocitopenia, la infeccion sistémica es la causa mas comun de trombocitopenia,
pudiendo presentarse en el curso de infecciones por virus, micoplasma, micobacterias
ehrlichiosis y malaria. La trombocitopenia representa una de las causas mas comunes de
sangramiento espontaneo en perros. El rango de referencia del recuento de plaquetas en

sangre periférica de perro esta entre 200.000 - 500.000/uL. Mdltiples mecanismos
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pueden contribuir al desarrollo de la trombocitopenia. La trombocitopenia puede ser
causada por disminucién de la produccion de las plaquetas, aumento de la destruccién o
del secuestro de las plaguetas o incremento en la utilizacion de las mismas. La
disminucion de la sintesis de plaguetas puede ocurrir secundaria a varios desoérdenes,
como la anemia aplastica, enfermedad mieloproliferativa, mielofibrosis, neoplasia
metastasica, drogas, toxinas, e infecciones (218).

Por otra parte, el aumento de la destruccion y secuestro de plaquetas de la
circulacion puede ser inmunitario y no-inmunitario Cuando la trombocitopenia es
mediada inmunitariamente (TMI), la causa puede ser primaria, como lo es la
trombocitopenia autoinmune (desorden en el cual se desarrollan autoanticuerpos contra
la trombopoyetina o contra los megacariocitos) o secundaria a infecciones bacterianas o
virales, neoplasia o drogas. Esto implica a mecanismos que resultan en el aumento de
la cantidad de inmunoglobulina G (IgG), inmunoglobulina M (IgM), y/o complemento
unido a las plaquetas. La causa mas comun de destruccion acelerada de las plaquetas
es la deposicion de inmunoglobulinas sobre la superficie de las plaquetas (238).

La union del anticuerpo a la plaqueta puede inducir varios efectos, destruccion
acelerada, lisis celular, activacién plaquetaria, agregacion, secrecion del contenido de
los granulos y expresion de la actividad del FP3. Esta interaccion plaqueta-anticuerpo
puede conducir, por tanto, a funcidn alterada de la plaqueta, como consecuencia de la
activacion provocada por la union de anticuerpos a glicoproteinas especificas
plaguetarias. Las plaquetas pueden unir complejos inmunes mediante sus receptores Fc
y, la activacion del sistema del complemento (c5-b9) sobre su superficie celular puede
contribuir a la activacion plaquetaria (238).

El impacto global de los anticuerpos puede ser la trombocitopenia y/o disfuncién
plaguetaria, como ha sido observado en muchos pacientes que padecen enfermedades
autoinmunes, como la purpura trombocitopénica idiopatica (PTI) y el lupus eritematoso
sistémico (LES), en donde se han detectado anticuerpos dirigidos contra glicoproteinas
plaquetarias (GPs). Estas GPs funcionan como receptores, GPIb (284, 317), GPllb-llla
(24, 317), GPla-lla (76, 81), GPIV (236), GPVI (35, 280). En algunos pacientes, el
anticuerpo bloquea especificamente la agregacion plaquetaria inducida por colageno,
solo a través de la interaccion con GPVI (280),IGk236), o GPla-lla (81). Boylan
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et al. (35) reportan que el anticuerpo anti GPVI indujo una depuracion del complejo GP
VI-FcR de la superficie plaguetaria. Se ha reportado que los pacientes con PTI tienen
disminuida la sobrevida plaquetaria, con incremento de IgG asociada a plaqueta
(IgGAP) en la mayoria de los pacientes (38, 162).

En pacientes con TMI también se ha observado un incremento de la velocidad de
la trombocitopoyesis, o que ha hecho sugerir que estos pacientes tienen plaquetas
jovenes en circulacion con una capacidad funcional aumentada. Sin embargo, estos
pacientes con PTI pueden tener funcién plaquetaria alterada (57), tiempos de sangria
anormalmente prolongados y recuentos adecuados de plaguetas.

La trombocitopenia no mediada inmunitariamente puede ser secundaria a
mordeduras de serpientes, toxinas o drogas (218). Un incremento en la utilizacion o
consumo de las plaguetas circulantes puede causar trombocitopenia. Este uso puede ser
apropiado, como es el caso de un trauma masivo o hemorragia externa, siendo la
trombocitopenia que se produce, de leve a moderada, la cual es rapidamente reversible
sin terapia especifica.

El uso de las plaguetas también pudierarssgropiado, como en el caso de una
activacion localizada o sistémica de los mecanismos hemostéaticos, esta activacion
patolégica causa isquemia microvascular y disfuncion organica severa (203). Lo
anterior ocurre en la coagulacion intravascular diseminada (CID) aguda, la cual puede
ser secundaria a diferentes enfermedades. EI mecanismo fisiopatolégico comudn que
resulta en una CID, donde el consumo de plaquetas es rapido, produce trombocitopenia
severa (227).

Un aspecto clinico de la interaccion plaqueta — endotelio puede verse en pacientes
con trombocitopenia. Cuando las plaguetas caen precipitadamente dentro de los valores
criticos (10.000 a 20.000) se inicia la desorganizacion molecular, abriendo rapidamente
las uniones intercelulares del endotelio, causando extravasacion de los eritrocitos hacia
los tejidos circundantes en ausencia de trauma manifiesto (154, 299). Adelgazamiento
marcado y atenuacion del endotelio, con separacién de los intersticios endoteliales ha
sido observado en animales con trombocitopenia (166).

Trombocitosis
Consiste en el aumento del nimero de plaquetas por encima de 500.000/uL en
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sangre total. En la mayor parte de los casos es secundaria a inflamacion o traumas,
siendo llamada trombocitosis reactiva (275). Las tres principales causas de trombocitosis
son 1) clonal, incluyendo la trombocitopenia idiopatica (0 primaria) y otros trastornos
mieloproliferativos, 2) familiar, incluyendo casos raros de mieloproliferacién no clonal
por mutaciones de la trombopoyetina y 3) reactiva, en la que la trombocitosis se produce
de forma secundaria a una variedad de procesos clinicos agudos y cronicos (257).
Alteraciones de la funcion de las plaquetas (trombocitopatias)

Un tiempo de hemorragia prolongado en un paciente que posea un niumero normal
de plaquetas es indicativo de una alteracion cualitativa de las plaquetas (60).

Desordenes de la adhesion plaquetaria

Pueden ser de tipo hereditario, producto de la ausencia de GPIb y/o disminucién o
alteracion del FvW, o, de tipo adquirido, producto de la administracion de drogas (la
mas comun), por la presencia de anticuerpos antiplaquetas o debida a enfermedades
hepéticas cronicas. Ambos tipos resultan en alteracion de la adhesion y en desordenes
hemorragicos tipicos de una funcién plaquetaria anormal (268).

Desoérdenes en la agregacion primaria de las plaquetas

Son desdrdenes raros y estan asociadieficiencia o alteracion de la GP llb/llla,
la cual funciona como receptor para el fibrindgeno, FYW vy fibronectina. También
pueden presentarse por ausencia o disminucién severa del fibrinbgeno plasmético
(afibrinogenemia) (60).

Desoérdenes en la secrecion plaguetaria (agregacion secundaria)

Los desordenes en la secrecion plaquetaria estan generalmente asociados con
una onda secundaria de agregacion plaquetaria anormal. Son mas comunes que los
desordenes de la agregacion primaria. En un trazado de agregacion normal, el reactivo
de ADP causa activacion de la plaqueta, contraccion de sus organelos y liberacion de
su contenido, incluyendo el ADP almacenado en los granulos densos. El ADP entonces
induce la agregacion secundaria (60). En desordenes de la secrecion, el ADP de los
granulos no es liberado, y consecuentemente las plaquetas activadas inicialmente
vuelven a su forma original, ocasionando que el trazado regrese a su linea base (64).
Estos desérdenes de la secrecion se producen por medio de dos mecanismos. El

primero es la existencia de niveles disminuidos del contenido de los granulos densos (
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y de los granulos alfa, conocido como “deficiencia del depésito de almacenaje”. En
éstos las plaquetas llegan a ser activadas normalmente, pero la cantidad del contenido de
los organelos es inadecuada para soportar la agregacion posterior (64).

El segundo mecanismo se presenta cuando el depdsito de almacenaje normal de
plaguetas no se esta liberando totalmente, ya que hay un defecto en el mecanismo de
activacion plaguetaria, tal como produccion alterada de prostaglandinas o una respuesta
biogquimica inadecuada a la movilizacion de calcio o tromboxano. Existen también
defectos hereditarios y adquiridos en las enzimas fosfolipasas de la via del acido
araquidonico (AA), en la via de las prostaglandinas (ciclooxigenasa, tromboxano
sintetasa) (275).

Alteraciones del Factor Von Willebrand (FVW)

Cuando hay dafo al endotelio, el Factor von Willebrand se libera (296). Los
niveles de este factor se incrementan en pacientes con enfermedad vascular inflamatoria
como ocurre en las enfermedades causadas por rickeRsiaskéttsiiy R. conorii)(23,

177). Se acepta, por tanto, que este factor puede secretarse al torrente sanguineo en
respuesta al dafio endotelial de cualquier origen (235), por lo que podrian aumentar los
niveles plasmaticos del mismo en caso de vasculitis.

Por otra parte, se ha reportado que el FvW es una glucoproteina que contiene acido
sidlico en sus extremos y puede llegar a perder el acido sialico por accién de la enzima
sialidasa, moduladndose de esta manera, su funcion y su estabilidad (vida media) en
circulacion (303). Grewaekt al. (117) trabajando con ratones han reportado que en
enfermedades infecciosas, como en el caso de infeccionesstpptococcus
pneumoniagla enzima sialidasa de este microorganismo libera el &cido sialico del FvW
(117).

El FYW sin el acido sialico (asialoglicoproteina) puede unirse a los receptores de
los hepatocitos, conocidos como receptores Ashwell (ASGPR’S), los cuales son una de
las muchas lectinas que unen asialoglicoproteinas. ASGPR’S estan implicados en la
union y endocitosis de varias glicoproteinas. La desasilacion del FYW hace que
disminuya su vida media en el plasma, disminuyendo su concentracion (117). De la
misma forma, este tipo de microorganismos también puede eliminar el 4cido siélico de

las GP de la superficie de las plaquetas, pudiendo ser captadas estas células rapidamente
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por el mismo receptor hepatico, siendo causa de la trombocitopenia observada en esta
infeccién. Estos autores observaron que la causa de la trombocitopenia en esta sepsis no
fue el desencadenamiento de CID y por lo tanto el depdésito de fibrina intravascular y el
consumo de plaquetas en los trombos, si no la endocitosis hepatica antes mencionada.
Inclusive se ha descrito que la captacion aumentada del FvW y de las plaquetas por el
higado evit6 la formacion de CID en esta infeccion (87).

La concentracion plasmatica del FvYW puede también variar a causa de la
enfermedad de von Willebrand (EvW), un desorden de la molécula de FvW.
Generalmente hay una deficiencia del FvW o su actividad funcional es anormal en
pacientes con este desorden. La union del FYW a receptores especificos sobre la
membrana plaquetaria y sobre la superficie endotelial esta alterada.

La falta de adherencia plaquetaria a la pared de los vasos dafiados es el defecto
principal de la EVW y resulta en un tiempo de sangria prolongado. Los signos clinicos
varian marcadamente. Los perros afectados pueden tener 0 no minimas a marcadas
hemorragias. Sin embargo el nimero y funcién de las plaguetas son normales en esta
enfermedad (227).

Ademas del tiempo de sangria, existen otras pruebas especificas para determinar
defectos del FvW como son: analisis de multimeros del FvW, determinacion de la
actividad del cofactor de la ristocetina y botrocetina, actividad de unién al colageno,
aglutinacion plaquetaria inducida por ristocetina (RIPA) y cuantificacion de la actividad
coagulante del FVIII (109, 189).

Los trastornos de este factor se pueden clasificar en: Tipo 1: es el mas comun, se
caracteriza por la presencia de un FvW con estructura y funcidn normales pero con
disminucion de su cantidad, disminucion concordante de la actividad del FVIII y
actividad del cofactor de ristocetina. Tipo 2: estructura y funcion alteradas, es
heterogéneo y se divide en 4 subtipos (2A, 2B, 2N, y 2M). 2B se asocia con disminucién
de los multimeros de alto peso molecular, como resultado de un incremento de la
afinidad del FYW a la GPIb. Tipo 2N con defectos de la union del FvW al FVIIl y se
asocia con una disminuciéon de media a moderada de FVIIl. Tipo 2M se asocia con
disminucion de la funcién plaquetaria sin afectar a los multimeros de alto peso

molecular. Tipo 3: niveles bajos, casi no detectables de FvW (109).
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Las hemorragias son principalmente cutdneo-mucosas. En ocasiones puede haber
sangrados gastrointestinales y, mas raramente hemartrosis o hematomas musculares. En
las exploraciones complementarias se descubre un alargamiento del tiempo de sangria,
sin embargo el TTPa se alargara solo en los casos en que también esté disminuido el
FVIII.

La enfermedad de von Willebrand adquirida es una enfermedad hemorragica poco
comun. Se debe principalmente a la generacion de autoanticuerpos. Aproximadamente
en la mitad de los casos se asocia con enfermedades linfoproliferativas y también se ha
relacionado con trastornos mieloproliferativos, neoplasias, enfermedades inmunoldgicas,
cardiovasculares y otras condiciones clinicas. En la mayoria de los pacientes el FVvW se
sintetiza normalmente, sin embargo, es rapidamente removido del plasma a través de
diferentes mecanismos, cuyo resultado final comun es la disminucion de los niveles
circulantes de este factor (78).

Alteraciones de la hemostasia secundarizesordenes de la coagulacién sanguinea

La tendencia al sangrado debida a las deficiencias hereditarias de uno o mas
factores de la coagulacion son enfermedades que, aunque infrecuentes, estan
mundialmente distribuidas. Los pacientes homocigotos o heterocigotos compuestos para
los genes mutados responsables de estos defectos, presentan manifestaciones
hemorragicas de gravedad variable y, normalmente relacionadas con la intensidad de la
disminucion de la actividad del factor de coagulacién en concreto. Los heterocigotos
para varias de estas deficiencias presentan, de forma poco frecuente, tendencia al
sangrado. Se han identificado numerosas mutaciones en los genes que codifican los
factores de la coagulacion.

En perros se han reportado deficiencias de los factores de la coagulacion, en
especial en las razas puras. En la mayoria de los casos los desordenes se deben a
deficiencias en un solo factor, sin embargo deficiencias heredadas de factores multiples
han sido reportadas en perros. Las deficiencias heredadas de los factores I, 1l, VII, VIII,
IX, X, X'y XIl, asi como también de precalicreina, han sido identificadas en perros. Las
deficiencias de los factores V, XIll, quinindbgenos de alto peso molecular, y Factor
Tisular no han sido reportadas en animales (42, 88). Como regla general las deficiencias

de los factores de contacto son subclinicas y solo se detectan durante los ensayos de la
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coagulacion. Las deficiencias del FVII o del FXI tienden a causar enfermedad
moderada, con pocos problemas de sangramiento, presentandose generalmente cuando
un estrés adicional es aplicado sobre el sistema hemostatico (cirugia, trauma severo).
En la mayoria de las colonias de perros de investigacion animal la deficiencia del FVII
ha sido detectada accidentalmente, ya que no presentaban ningun tipo de sintomatologia
(47).

Las hemorragias persistentes ocurren generalmente en pacientes con una
deficiencia del FXI post-cirugia. Los pacientes con deficiencias heredadas de los
Factores IX y VIII de la via intrinseca, asi como de los Factores X, Il y | de la via
comun, tienen las coagulopatias mas severas. Ademas las deficiencias de los factores |,
II'y X son raras en animales (227). El grado de hemorragia va de moderado a severo,
dependiendo de una variedad de mecanismos compensatorios hemostaticos, ademas de
la severidad propia de la deficiencia real del factor (42).

La deficiencia del FVIII (hemofilia A) es el defecto mas comun, presentandose en
la mayoria de las razas de perros. Se hereda como un desérden recesivo ligado al
cromosoma X. La enfermedad ocurre casi exclusivamente en machos homocigotos. Las
hembras heterocigotas son portadores asintomaticos. La deficiencia del FIX (hemofilia
B) es otro desorden recesivo ligado al cromosoma X, pero menos comudn, aunque ha sido
reportada en quince razas de perros. El desorden de sangramiento hereditario mas comun
es la enfermedad de Von Willebrand, con mas de 50 razas de perros afectadas (43, 79,
153).

En ciertas enfermedades, una activacion inespecifica de la coagulacion sanguinea
puede ser mediada por una variedad de proteasas, de microorganismos, de células
tumorales, de leucocitos o liberadas del tejido dafiado. Esta activacion da lugar a
desordenes adquiridos en los niveles y en la funcion de los factores de la coagulacion
(263). Entre los defectos adquiridos se encuentran CID, enfermedad renal, deficiencia de
vitamina K, estados de malabsorcion, anticoagulantes (cumarinicos), inhibidores
(anticuerpos anti-factores) (275).

El higado juega un papel central en la hemostasia, ya que en sus células se
sintetizan muchos factores de la coagulacion, asi como muchos de los inhibidores

fisiolégicos de la coagulacion (Proteina C, Proteina S, Antitrombina Ill) y componentes
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esenciales del sistema fibrinolitico. Las enfermedades hepaticas se asocian
frecuentemente con trastornos hemostaticos, que pueden conducir a manifestaciones
hemorragicas espontaneas y relacionadas con lesiones (218).

Ademés de la funcion del fibrindbgeno (Factor I) en la formacién del coagulo, esta
proteina juega un importante papel en la activacién plaquetaria y en la agregacion, por
union a la GPIIb-llla. Se sabe que el incremento de los niveles de fibrinogeno puede
compensar el déficit de plaguetas y restaurar la funcion hemostatica. El papel
compensatorio del fibrinbgeno en la trombocitopenia ha sido sugerido en datos
experimentalesin vitro. Se ha reportado también que el efecto de sustancias
bloqueadoras de los receptores sobre la superficie plaquetaria puede ser antagonizado
por un incremento de las concentraciones de fibrindgeno plasmatico (185).

Asi mismo, cuando el fibrindbgeno es afiadido a muestras de plasma con diferentes
recuentos plaquetarios (10 x*Am®, 50 x 16/mm® y 100 x 18/mn?) la fuerza del
coagulo se incrementa a medida que se incrementan los niveles de fibrinégeno afadidos
a cada muestra plasmatica. Del mismo modo, en muestras con el mismo contaje de
plaquetas, pero con diferentes niveles de fibrindgeno, la contribucion de las plaquetas a
la fuerza del coagulo fue incrementada con un patron fibrinbgeno dependiente (176).

El beneficio del papel compensatorio de las altas concentraciones de fibrinGgeno
ha sido demostrado en pacientes de obstetricia, donde la concentracion de fibrinbgeno
usualmente se incrementa entre 50 y 250% (112). Se piensa que la elevacion del
fibrinbgeno es beneficiosa en cuanto a la disminucion de la pérdida de sangre durante el
parto, debido a que fallos en la elevacion de la concentracion de fibrinbgeno se asocian
con severos sangramientos. Niveles plasmaticos de fibrinogeno menores de 200 mg/dL
tienen 100% de valor predictivo para la hemorragia postparto (55).

Alteraciones del sistema fibrinolitico

El aumento de la fibrindlisis debido a una pérdida congénita o adquirida de la
actividad del inhibidor de la fibrindlisis, se asocia con una diatesis hemorragica (123).
Los desordenes de hipocoagulabilidad resultan de un exceso de activadores de
plasmindgeno, por varios tejidos del cuerpo o por el endotelio vascular, como ocurre en
la fibrindlisis primaria y en la CID. Los desoérdenes fibrinoliticos pueden ser heredados

o adquiridos (mas comunes). Los desérdenes fibrinoliticos adquiridos asociados con
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sangramientos debidos a hiperfibrindlisis incluyen, enfermedad hepética, coagulopatia
por consumo, leucemia promielocitica aguda, menorragia, amiloidosis, dafio tisular y
celular inducido por drogas, hiperviscosidad causada por proteinas anémalas, pudiendo
permitir trombosis en capilares (94, 254).

Los trastornos de la generacion de plasmina, ya sea por déficit parcial de
plasmindgeno o actividad funcional disminuida del mismo, asi como las alteraciones en
la liberacion del activador del plasmindgeno de la pared del vaso y el aumento en la
inhibicion del activador tisular del plasminégeno, por aumento del inhibidor del
activador del plasminégeno IAP-1, pueden favorecer las trombosis (17).

Las alteraciones mas caracteristicas de la activacion fibrinolitica sistémica en las
pruebas de laboratorio, son: acortamiento del tiempo de lisis del codgulo total diluido y
de las euglobulinas (por aumento de los activadores, especialmente de AP-t), aumento
de los PDF circulantes y descenso simultaneo del plasmindgeno y de-2-la
antiplasmina (17).

El hallazgo de los dimeros D circulantes apoyaria que la fibrindlisis es secundaria
a la formacion de fibrina intravascular. Hemorragias localizadas en algunas areas u
organos pueden relacionarse con aumento de activadores fibrinoliticos y activacion
fibrinolitica localizada, sin evidencia de cambios a nivel de sangre sistémica (254). La
fibrindlisis secundaria en coagulopatia por consumo esta representada por la activaciéon
fibrinolitica tipicamente vista en CID (94).

La CID es una de las coagulopatias mas comunes dicingeveterinaria y puede
presentarse secundaria a diferentes enfermedades, entre ellas las infecciones
bacterianas, asociadas a trombosis microvascular. Uno de los mecanismos
desencadenantes es el dafio endotelial.patogénesis de la CID se relaciona
primariamente con una generacion de trombina mediada por aumento del factor tisular
(FT), con concurrente disfuncién de los mecanismos inhibitorios, resultando en excesiva
deposicion de fibrina, consumo de los factores de la coagulacion y de las plaquetas
(trombocitopenia) (182).

El sistema fibrinolitico es activado como un mecanismo compensatorio pero
puede ser insuficiente, debido a la respuesta pro-fibrinolitica inicial que es acompafiada
por un incremento sostenido del IAP-1 (289). La activacion del TAFI por la generacion
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aumentada de trombina puede posteriormente alterar la activacion fibrinolitica. La
activacion fibrinolitica local es reflejada por aumento de los niveles plasmaticos de
PDF y niveles reducidos de plasmindégen@yantiplasmina, reflejando su consumo.
Cuando los complejos plasmina-antiplasmina aumdatpruebas de medicion global

de la fibrinolisis como por ejemplo la del tiempo de lisis del coagulo de euglobulina,
pueden estar acortadas. Inhibidores ca@onacroglobulina, Inhibidor C1, pueden estar
reducidos en CID severa, y niveles plasmaticos de IAP-1 estan aumentados,
particularmente en sepsis. Todas estas manifestaciones de hiperfibrindlisis pueden
reflejar liberacion exagerada de APt desde la célula endotelial causando desorden
hemorragico sin los eventos trombaoticos iniciales de los sindromes de CID (262).

Durante la degradacién de las fibrinas se formaeratites fragmentos, uno de
ellos es el Dimero D. El epitope dimero-D es un neoantigeno producido por el
entrecruzamiento de cadenas gamma de los dominios D de dos monémeros de fibrina
adyacentes, mediado por la accidn del FXllla (activado por la trombina) y, es expuesto
después que la plasmina degrada a la fibrina entrecruzada, permitiendo ser detectado por
ensayos inmunoldgicos. Por tanto, el dimero D representa, tanto la activacion de la
trombina como de la plasmina, y es especifico para la fibrindlisis. (278)

Mecanismos hemostéticos en la TCIC y en otras infecciones rickettsiales

La trombocitopenia es el defecto de hemostasia primaria adquirido mas comun y
consistente en las enfermedades rickettsiales caninas. El mecanismo de Ia
trombocitopenia rickettsial parece ser complejo y multifactorial y puede variar con la
especie de rickettsia infectante. La produccion disminuida y/o destruccion aumentada,
ya sea inmunitaria 0 no inmunitaria, estan implicadas en la patogénesis de la
trombocitopenia por rickettsias (88).

La infeccion aguda poE. canis al igual que po/A. platyscursa también con
trombocitopenia, debida a varios mecanismos. Estos incluyen aumento del consumo
plaguetario, secuestro esplénico (319) y/o aumento de la destruccion plaquetaria
asociada con mecanismos inmunomediados, resultando en acortamiento de la vida de
las plaquetas circulantes (232, 273), supresion de la produccién de plaquetas en la
médula 6sea, principalmente en la fase crénica (319). La hemofagocitosis puede

explicar la trombocitopenia observada en ehrlichiosis (2).
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Varios autores han evaluado el componente inmunitario de la destruccion
plaguetaria en perros con ehrlichiosis aguda, demostrando presencia de anticuerpos
antiplaquetarios en el suero de los perros infectados experimentalmente (305, 306).
Gauntet al(102) y Grindenet al. (119) observaron niveles aumentados de anticuerpos
asociados a plaquetas (IgGAP) en perros con infeccion Epoanis Los perros
infectados coie. canis llegaron a ser trombocitopénicos cuando se estaban produciendo
anticuerpos detectables contfa. canis (96). También ha sido observada la
trombocitopenia inmunomediada en perros infectados experimentalmenBaloesia
gibsoni(312). El suero de personas infectadasAgphagocytophiluntambién presento
anticuerpos antiplaguetarios (316). Tastolas infecciones por fiebre moteada de las
montafias rocosas como en la ehrlichiosis, los anticuerpos persisten de semanas a meses,
aun con el recuento plaquetario normalizado (119). Estos resultados indican un
componente inmunitario para la trombocitopenia rickettsial (86).

La relacion de la respuesta inmunitaria del hospedero con el desarrollo de la
trombocitopenia en perros infectados c&n platys es desconocida. El patron de
respuesta seroldgica de los perros infectados experimentalmenteA.cptatys es
similar al patrén observado en perros infectados Eomanis En la Trombocitopenia
Ciclica Canina, la rapida recuperacion del recuento de plaquetas post-bacteriemias,
asociada con incremento de la trombopoyesis, sugiere un rapido intercambio de
plaguetas. En este sentido Kitchensy Weiss (165) han sugerido que el constante
recambio de plaquetas en la purpura trombocitopénica ciclica mejora la integridad
vascular. Diversos autores han observado plaquetas gigantes y grandes en los frotis
sanguineos de los perros infectados con rickettsias y han medido el volumen plaquetario
medio (VPM) aumentado (13,f°), siendo el rango normal de 5,4 a §2(128, 173,

305).

Las células endoteliales son el blanco primario en las infecciones rickettsiales,
siendo la adhesion aumentada de las plaquetas al endotelio dafiado el principal
mecanismo de trombocitopenia en el grupo de enfermedades de la fiebre moteada (86,
237, 270). En relacion a ésto, Silverman (270) demostro driekattsia rickettsii causa
dafio a células endoteliales cultivadas, este dafio también se ha obsemiaden
conegjillos de indias. La alteracion vascular estd asociada con el aumento en la
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circulacion de moléculas almacenadas en las células endoteliales, como el FvW, o
proteinas de membrana, tales como la trombomod{ld® 270).

Tanto A. phagocytophilumagente de la anaplasmosis granulocitica humana,
patdgeno intracelular obligatorio de los granulocitos neutréfilos (51, 83), domo
marginale que infecta eritrocitos de bovinos (212), invaden lineas celulares endoteliales
in vitro (rhesus:RF/6A y bovina: BCE C/D-1b), formando inclusiones en cada célula. Lo
anterior demuestra que el endotelio microvascular es susceptible a anaplastras
y puede representar un enlace, que explicaria el desarrollo de la respuesta inmunitaria e
infeccion persistente en estas patologias. El endotelio vascular interactia con células
circulantesin vivo y podria estar implicado en la patogénesis y diseminacion de los
organismos (212).

Infecciones poA. phagocytophilunen caballos causa una trombocitopenia cuyo
mecanismo no ha sido determinaddeorickettsia risticii agente causal de la
ehrlichiosis monocitica equina cursa con desordenes hemostaticos que incluyen
trombocitopenia debida a la activacion hemostatica sistémica (119).

Por otra parte, en la infeccion cd&h canis se han reportado disfunciones
plaquetarias, como inhibicion de la migracion de plaquetas, disminucién de la retencion
media plaquetaria (157), y disminucién de la liberacion del FP3 desde plaquetas caninas
normales, incubadas con suero de perros infectados (232). En la ehrlichiosis cronica, en
cambio, se ha reportado aumento de la liberacion del FP3 (59).

EnE. canisse ha observado alteracion de la respuesta de agregacion plaquetaria al
colageno/epinefrina, a concentraciones finales |l y 5uUM/L, respectivamente
(126). En otro estudio se observé que los perros con ehrlichiosis presentaron una
disminucion de la respuesta de agregacion a colageno/epinefrina y ADP/epinefrina entre
los dias 7-35 post-infeccidn (36). Infecciones gophagocytophilumal igual que con
A. platys han sido asociadas con disfuncion plaquetaria (32).

Pruebas de diagnostico de Anaplasma platys
Microscopia optica

La observacion microscépica directa de extendidos sanguineos, tefiidos con

Giemsa, ha sido el método de diagndstico de referencia mas utlizado para la

identificacion de los organismos rickettsiales camplatysy otros agentes que infectan
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al perro. Segun French y Harvey (96) no es un método confiable de deteccion de la
infeccion porque las bacteriemias son ciclicas, y por lo tanto, existiran algunos
periodos donde el nimero de plaquetas esta disminuido y, cuando la bacteriemia es baja,
se dificulta su deteccidn vitro, por tanto podria darse un resultado falso negativo.

Por otra parte, hay que tener presente que las plaquetas son fragmentos de
citoplasma que contienen granulos alfa y granulos densos, los cuales toman la coloracion
basodfila al igual que los organismos anaplasmales, por lo tanto podrian estos granulos
coalescer y confundirse con inclusionesAd@latys,y el analista que no haya tenido un
buen entrenamiento en este tipo de diagnostico, reportaria en este caso, un resultado
falso positivo de anaplasmosis phr platys Los artefactos de tincion pueden también
ser mal diagnosticados como inclusionesAdaatys Sin embargo, esta técnica es de
gran utilidad, si es realizada por una persona debidamente entrenada, ya que permite no
solo hacer un seguimiento del curso de la infeccion experimental, como fue el caso del
presente estudio, sino también analizar la morfologia de otras células como los
leucocitos, en busqueda de alteraciones o de infeccioneEhtbohias spp.y otros
hemoparasitos intracelulares y extracelulares que los infectan.

Microscopia electrénica

Debido a que la potencia amplificadora de un microscopio 6ptico esta limitada por
la longitud de onda de la luz visible, para poder realizar una identificacion estructural de
A. platysdentro de las células plaquetarias se requiere del microscopio electronico de
transmision (MET), el cual utiliza un haz de electrones para visualizar un objeto. Debido
a que los electrones tienen una longitud de onda mucho menor que la de la luz visible,
pueden mostrar estructuras mucho mas pequefas. Lo caracteristico de este microscopio
es el uso de una muestra ultrafina y que la imagen se obtenga de los electrones que
atraviesan la muestra.

Los microscopios electrénicos de transmision pueden aumentar un objeto hasta un
millon de veces. La microscopia electronica (ME) ha sido aplicada al estudio de los
organismos ehrlichiales, lograndose determinar que éstos son diferentes a los virus y
protozoos (242, 304). La ME se utiliza hoy en dia para caracterizar morfologica y
estructuralmente a los organismos aislados, para asi determinar si pertenecen o no al
orden rickettsial (11, 120, 130, 271, 285).
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Prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFI)

Esta técnica seroldgica detecta a los anticuerpos producidos éonpiatys
circulante en el suero del animal infectado, los cuales reconocen antigenos en las
plaguetas infectadas fijadas a una lamina portaobjeto. Los complejos antigeno-
anticuerpo son detectados por anticuerpos marcados con colorantes fluorescentes bajo
un microscopio de fluorescencia. La técnika sido creada por French y Harvey (96),
siendo optimizada en Venezuela por Arragaal.(10).

La prueba seroldgica puede dar resultados positivos en los individuos infectados,
frente a la exposicion del agente infeccioso, sin establecimiento de la infeccidn, o, en
individuos previamente infectados y curados, en donde la seropositividad puede
mantenerse durante algunos meses.

La técnica de IFI tiene valor diagnéstico limitado si no se realiza conjuntamente
con el examen clinico. Deben practicarse exadmenes pareados que permitan determinar
el titulo de anticuerpos en fase aguda y en fase convaleciente de la enfermedad o, al
menos con 14 dias de intervalo entre una y otra prueba. Un aumento o disminucion del
titulo de anticuerpos en un rango cuatro veces igual o mayor en la segunda muestra que
en la primera, se interpreta como evidencia serolédgica de infeccion (231).

Debido a que los organimos del genéxpaplasma poseen multiples genes
similares, que codifican proteinas principales de superficie con tamafios que van de 32 a
49 KDa, esta prueba de IFI puede dar reacciones cruzadas entre los miembros que
conforman este mismo género (84).

Reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) e identificacion molecular basada en el
ADNr 16S.

Diferentes autores han utilizado la técnica de PCR para amplificar el gen ARNr
16S del ADN deéA. platyspresente en la sangre de perros infectados (21, 54, 75, 85, 125,
138, 198, 201, 209, 281, 320). La PCR es una prueba de deteccién molecular basada en
las propiedades bioquimicas del ADN, asociadas a la composicion y secuencia de
nucleétidos. Técnica altamente especifica, rapida, sensible y versatil para detectar
cantidades infimas (6 pg) de ADN, posibilitando su facil identificacion (246). Emplea
segmentos cortos y simples de nucledétidos llamados cebadores, cuyas secuencias son

complementarias de las secuencias del ADN del organismo que se investiga (265).
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En microbiologia clinica la identificacion molecular basada en el ADNr 16S (Gen
ARNr 16S) se utiliza fundamentalmente para bacterias cuya identificacion mediante
otro tipo de técnicas resulta imposible, dificil o requiere mucho tiempo. Fue reportada
por primera vez en 1991 para determinar la diversidad filogenética de la familia
RickettsiaceaeDentro de las innumerables aplicaciones de su utilizacion esta la de
poder identificar patégenos en forma directa, sin necesidad de cultivarlos (247).
Precisament@éA. platysno se ha podido cultivar hasta ahora, por lo que ha sido utilizada
para detectar infecciones naturales y experimentales de esta bacteria en perros y
confirmar infeccion, reinfeccion o estado portador (54, 198).

La amplificacion de los cebadores permite la identificacion del ADN bacteriano.
Los cebadores y otros reactivos necesarios para que se produzca la reaccion en cadena
de la polimerasa se afiaden a un volumen de solucion que contiene ADN, representativo
de la muestra de estudio, incluido ADN del hospedador y del microorganismo que se
busca. La muestra puede ser cualquier tejido del hospedador que pueda portar al agente
investigado (265). El ARNr 16S, es un polirribonucleétido de aproximadamente 1.500
nucleotidos (nt), codificado por el gen rrs, también denominado ADN ribosomal 16S
(ADNr 16S), a partir de cuya secuencia se puede obtener informacion filogenética y
taxonomica.

Cuando se pretende amplificar el ADNr 16S practicamente completo, se utilizan
iniciadores disefiados en base a secuencias conservadas préoximas a los extremos 5’y 3’
del gen, que originan amplicones de 1.500 pb, aproximadamente. Se ha demostrado, sin
embargo, que una identificacion precisa no siempre requiere la amplificacion, y
posterior secuenciacion, del ADNr 16S completo. En estas circunstancias se utilizaran
oligonucledtidos que permitan la amplificacion de fragmentos de menor tamaiio,
preferentemente las 500 pb correspondientes al extremo 5’ del gen (216). De hecho,
aunque existen posiciones filogenéticamente informativas a lo largo de todo el gen, la
mayor variabilidad se concentra en las primeras 500 bases, correspondientes al extremo
5. Generalmente, esta secuencia de 500 bases serd suficiente para la correcta
identificacion de un aislado clinico, necesitandose Unicamente 2 iniciadores (228).

El método molecular de identificacion bacteriana mediante secuenciacion del

ADNr 16S incluye tres etapaa) amplificacion del gen a partir de la muestra apropiada;
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b) determinacion de la secuencia de nucleétidos del amplica) gnalisis de la
secuencia (246). La primera consiste en la extraccién y purificacion de los &cidos
nucleicos del microorganismo de la muestra biologica, seguido de la amplificacion de un
segmento seleccionado del genoma del microorganismo mediante la PCR propiamente
dicha. Finalmente, en la tercera etapa se lleva a cabo la deteccion de los fragmentos
amplificados en la PCR (amplicones) por electroforesis en gel de agarosa y tincion con
bromuro de etidio, o mediante hibridacion con sondas especificas. Todo este proceso
suele durar aproximadamente 24 h (67).

La PCR consta de una treintena de ciclos repetitivos conformados cada uno de tres
pasos: el primero consiste en la ruptura de puentes de hidrogeno del ADN para
desnaturalizarlo, para lo que se incuba a una temperatura de alrededor de 95°C por un
minuto. Este paso expone las bases nitrogenadas del ADN blanco. En el segundo ocurre
la hibridacion de las cadenas desnaturalizadas del ADN blanco con los cebadores o
iniciadores (ADN sintético de hebra sencilla), a una temperatura que facilita el
apareamiento de las bases nitrogenadas complementarias de ambas clases de ADN. Esta
temperatura depende de la temperatura de fusion de los iniciadores, generalmente oscila
entre 50 y 60 °C. El tercer paso se efectla a 72°C, temperatura a la que la polimerasa
extiende la longitud de los cebadores, afiadiendo los diferentes nucleétidos libres en el
orden que le va dictando la secuencia de nucleétidos de la cadena que actia como
molde (246). Asi se obtiene en poco tiempo millones de copias de la secuencia deseada
del ADN (210, 211).

Dentro de los tipos de PCR esta la PCR anidada, variante de la convencional, que
comprende dos rondas de amplificacién con distintos pares de iniciadores en cada una,
con el fin de mejorar la sensibilidad de deteccion. Primero se realiza una reaccion con
los iniciadores externos para amplificar una region de ADN mas extensa, que contiene el
segmento diana. Después se ejecuta una segunda PCR con los iniciadores internos para
amplificar la region especifica (253). Existen variaciones de la técnica segun los
cebadores empleados, la concentracion de los reactivos, la temperatura y/o la duracion
de cada ciclo. El protocolo a utilizar debe ser optimizado por cada laboratorio (158).

Sin embargo, la secuencia obtenida podra contener errores y/o presentar

posiciones ambiguas (indicadas por N). Por ello, la obtencion de la secuencia definitiva
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requiere la evaluacion de los electroferogramas y la alineacion de la cadena directa con
la reversa, para resolver las posibles discrepancias. Asi, aunque la secuenciacion de una
cadena del amplicon puede conducir a una correcta identificacion, la calidad de la
secuencia sera optima cuando la comparacion de ambas cadenas se utiliza para la
correccion de errores (246).

Finalmente el andlisis de la secuencia sera la comparacion de la secuencia del
ADNr 16S con las depositadas en bases de datos. Existen distintas bases de datos,
algunas publicas, con acceso libre a través de internet: GenBank NCBI (National Center
for Biotechnology Information), EMBL (European Molecular Biology Laboratory),
RDP (Ribosomal Database Project), RIDOM (Ribosomal Differentiation of Medical
Microorganisms).

Otras bases de datos son privadas, como MicroSeq (Applied Biosystems) y
SmartGene IDNS (Integrated Database Network System). RDP (http://rdp.cme.
msu.edu/html/) es la principal base de datos de secuencias de ADNr (no solo 16S, sino
también 23S de procariotas, y 18S y 28S de eucariotas). Permite la comparacion de
secuencia®on ling y ofrece otras muchas posibilidades (incluida la construccion de
arboles filogenéticos). La base de datos RIDOM (http://www.ridom.de) se limita
también a secuencias de ADNr, centrandose solo en microorganismos patégenos
Finalmente, se puede construir un arbol filogenético, que refleje, de forma esquematica,
el grado de parentesco genético entre las bacterias comparadas (246).

Evaluacion de algunas variables de la hemostasia primaria
Exploracion Fisica

Se debe prestar especial atencion a la presencia de lesiones hemorragicas. Entre
éstas, petequias (pequefias manchas hemorragicas lenticulares, del tamafio de una cabeza
de alfiler), equimosis (manchas subcutaneas violaceas, con extravasacion sanguinea
moderada) y hematomas (auténticas colecciones de sangre que infiltran el tejido
subcutaneo o las masas musculares). Ante las hemorragias de un solo érgano (estémago,
pulmones, rifiones) cabe pensar en lesiones locales antes que en un trastorno de la
hemostasia (218).

Determinacion de IgG asociada a plaquetas (IgGAP)
Este tipo de ensayo suministra evidencia cuantitativa para trombocitopenia
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mediada inmunitariamente. Las plaguetas sanguineas son dianas para moléculas de
anticuerpos. Cuando los anticuerpos dirigidos contra antigenos especificos de la
plagueta aparecen en la sangre y se fijan a éstos sobre la plaqueta, a través de la region
Faly de la molécula del anticuerpo, las plaquetas recubiertas por estos anticuerpos son
dafiadas y secuestradas a una velocidad acelerada, manifestada por un acortamiento de
su vida. Cuando la tasa de destruccidon excede la velocidad de produccion plaquetaria,
aparece la trombocitopenia (119).

La IgG unida a plaguetas puede medirse en forma directa o indirecta. El
anticuerpo antiplaquetario es principalmente una IgG (IgGAP) y su presencia en el suero
de los animales infectados puede se detectada por el método de citometria de flujo (119,
183). La técnica se basa en el uso de una anti-lgG conjugada con fluoresceina, ésta
puede ser utilizada para detectar el anticuerpo unido a las plaquetas del animal enfermo
(prueba directa) o el anticuerpo antiplaqueta libre en el suero, el cual se incuba luego
con plaquetas normales (prueba indirecta). Esta técnica permitird analizar y separar las
células que previamente han sido marcadas con un fluorocromo (119).

Recuento de plaquetas

El recuento manual consiste en realizar un contaje de las plaquetas en una sangre
venosa, diluida con oxalato de amonio, en una camara de Neubauer (40). Los valores de
referencia en perros se encuentran en la Tabla I.

Pruebas especificas de funcionalismo plaquetario
Agregometria plaquetaria

La agregacion plaquetarim vitro es un esfuerzo por caracterizar la capacidad
in vivo de las plaquetas para formar el tapon hemostético primario. El conocimiento de
la funcion plaquetaria se facilita con la utilizaciéon de los agregdmetros fotomeétricos.
Existen dos métodos de agregacion plaquetaria, el método turbidimétrico, que utiliza
como muestra un PRP y el método de impedancia eléctrica, que puede utilizarse en
PRP y en sangre total. El uso del PRP, a pesar de su indiscutible valor en el estudio de
la fisiologia de las plaquetas, tiene como limitacion principal el estudio de las plaquetas
separadas del resto de los otros elementos sanguineos. Estas limitaciones pueden
evitarse realizando la agregacién plaguetaria en sangre total (49).

El método turbidimétrico se basa en medir el cambio de la transmisién de luz
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después de afadir un agonista a un PRP (33). El método por impedancia, se basa
en medir el aumento de la resistencia al pasaje de corriente eléctrica a través de dos
electrodos, cuando los agregados plaquetarios formados se depositan sobre ellos. Al
igual que para el método turbidimétrico, se requiere la accion de agonistas como el
coldgeno, ADP, trombina, adrenalina, araquidonato, etc (49, 146).

Durante un breve tiempo de equilibrio se forma una monocapa de plaguetas sobre
los alambres de los electrodos, resultando en un valor de impedancia estable. A esta
linea base de impedancia se le asigna un valor de cero ohms de resistencia. Un agente
agregante es afadido a la cubeta y las plaguetas estimuladas agregan a la monocapa de
plaguetas antes formada sobre los alambres inmersos en la sangre. La acumulacion de
plaquetas produce resistencia eléctrica adicional al circuito. Estos cambios de resistencia
son medidos en ohmios, la prueba dura de 6 a 10 minutos después de la adicion del
agonista (56). La evaluacion de la funcion de las plaguetas por el método de impedancia
en sangre completa tiene varias ventajas sobre el sistema Optico convencional:

1) La actividad agregante del total de la poblacion de plaquetas en la sangre es
monitoreada, mientras que en la centrifugacion para la preparacion del PRP, algunas
plaquetas grandes y gigantes (pesadas) pueden sedimentar junto con las células rojas y
blancas, de manera que la respuesta de agregacion o secrecion de solo una parte de la
poblacion plaquetaria seria estudiada, y es posible que plaquetas que se desean estudiar
sean descartadas junto con los glébulos rojos (49).

2) No requiere centrifugacion antes del ensayo, por tanto evita el dafio a las
plaguetas, y se conserva mejor la funcion plaquetaria. 3) Se estudia el comportamiento
de las plaguetas en su medio natural o fisiolégico, lo que permite mimetizar mejor la
funcion plaquetari@n vivo, en presencia de eritrocitos y leucocitos, los cuales se conoce
gue modulan la funcion plaquetaria. Se ha demostrado que los leucocitos activados
liberan proteasas como la catepsina G, que promueve la adhesién y la agregacion
plaguetaria (167). Por tanto las plaquetas pueden comportarse diferente en presencia de
eritrocitos y leucocitos que en el PRP (49, 241).

4) Es una técnica de mucho valor para muestras con contaje bajo de plaquetas,
hematocrito alto o bajo, y plaquetas grandes, en estas condiciones la obtencién de

suficiente PRP para el estudio de la funcién plaguetaria por el método Optico se vuelve
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dificil, si no imposible (5, 145). Tiene una sensibilidad mayor a pequefias cantidades de
agregados plaquetarios, y por esta razon, probablemente no es capaz de detectar
pequefas cantidades de inhibicion de la respuesta de agregacion (cambios sutiles), esto
ltimo seria una desventaja (145, 150).

Aunque el recuento plaquetario es considerado uno de los principales
determinantes de la agregacion plaquetariatro (283), no es considerado un factor de
variacion de la agregacion plaquetaria, siempre que se encuentre dentro del rango
normal (200-500 x TuL) (144, 146). Ademas, el hematocrito no influye sobre la
respuesta de agregacion inducida por colageno (195).

Cattanecet al. (53) y Linnemanret al. (188) han observado en humanos sanos,
tratados 0 no con clopidogrel o aspirina, inhibicién de la agregacion plaguetaria después
de ajustar el recuento de plaquetas en el plasma rico en plaquetas (PRP) con plasma
pobre en plaquetas (PPP) en comparacion con mediciones en PRP no ajustado. Los
mismos consideran que esta practica de ajuste de PRP con PPP autdlogo para corregir,
deberia ser evitada, porque afecta a la funcién plaguetaria, independientemente del
cambio inducido en el recuento plaquetario. Ademas, es probable que estas
manipulaciones compliquen la realizacion de la prueba sin necesariamente suministrar
informacién de valor clinico (283).

Se han publicado estudios que evalian la funcién plaguetaria sin ajustar el
namero de plaquetas previo al ensayo, con resultados dariacion en las curvas de
respuesta con respecto al nimero de plaquetas, en donadores sanos, con un rango de
plaquetas entre 150- 400 X1, pero en donadores trombocitopénicos con menos de
150 x10 plaquetas/L, la agregacion plaquetaria si llega a ser alterada (72).

La agregacion plaquetaria en sangre total medida por impedancia eléctrica ha sido
descrita en perros por diferentes investigadores (20, 91, 113, 150, 156, 159, 313). Los
valores de referencia se encuentran en la Tabla I.

Secrecion de ATP por las plaquetas (lumiagregometria)

Las sustancias empleadas como marcadores de la reaccién de secrecion de los
cuerpos densos de las plaquetas son el ATP, la serotonina y el calcio. Una de las técnicas
para valorar el ATP, por medio del complejo enzimatico luciferin-luciferasa, utiliza el

lumiagregémetro, pudiendo ser utilizado simultaneamente para medir la agregacion
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plaguetaria y la secrecion de ATP desde los granulos densos de las plaguetas (64).
Meyerset al. (204), en un estudio de tipo comparativo, evaluaron el contenido de los
granulos densos de las plaquetas de diferentes especies animales, determinando que el
contenido total de ATP en las plaquetas de perros era 4,3 + 0,8 pmol*por 10
plaquetas, la fraccién de ATP no secretable 3,0 + 0,5 pmol pbpl@uetas vy la
fraccion de ATP secretable 1,3 + 0,4 umol por plaquetas, siendo el porcentaje de

ATP = liberado 30 £ 5 %. Los valores de secrecion plaquetaria de ATP en perros se
encuentran en la Tabla I.

El fundamento de esta técnica, que utiliza el complejo luciferina-luciferasa es el
siguiente: un extracto de libélula buferado, el cual se ha afadido al PRP o sangre,
llegar4d a ser luminiscente en presencia del ATP liberado de los granulos densos
plaguetarios. Un tubo fotomultiplicador sensible detecta la luminiscencia y provee una
salida de voltaje, el cual es directamente proporcional a la cantidad de ATP liberado. El
voltaje es registrado como la curva de secrecion de ATP. Después de cada prueba, se
debe inyectar una cantidad conocida de ATP dentro de la cubeta con la muestra para
calibrar la grafica de secrecion en el papel (178).

La deteccibn quimioluminiscente de ATP por medio de la reaccion de la
luciferasa es el ensayo mas sensible para medir en tiempo real el ATP liberado de las
células, debido a la gran sensibilidad del tubo fotomultiplicador del lumiagregometro a
la luz, lo que permite medir concentraciones muy pequefias de ATP. Este ensayo
permite  medir el ATP no solo sensiblemente y cuantitativamente, sino también
continuamente, en suspensiones de células y organelos metabdlicamente activos (178).

El ensayo estéd basado en el requerimiento absoluto de ATP por la luciferasa para
producir luz. En presencia de iones magnesio la luciferasa cataliza la reaccién de
luciferina, ATP y Q para formar oxiluciferina, AMP, CQ PPi vy luz de
aproximadamente 560 nr&l ensayo de bioluminiscencia es extremadamente sensible,
la mayoria de los lumindmetros pueden detectar tan poco como 1 picomol de ATP
preexistente o ATP generado en el sistema cinético (178).

El ensayo de luminiscencia se basa en dos reacciones catalizadas por la luciferasa:

Reaccion 1. E +LH, + ATP - E —LH, —AMP + PP;

Mg2+
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Reaccion 2.
E—-LH, —AMP + 0, - E+ (CO,+ AMP + Oxiluciferina + Luz
E= enzima luciferasa bHluciferina

El paso de activacion inicial (reaccion 1) es la formacion de la enzima luciferasa
unida a luciferil-adenilato (E-L;+AMP) y PPi. Esta reaccion 1 es reversible y requiere
un cation divalente tal como el FIgEl complejo enzima luciferil adenilato entonces
reacciona irreversiblemente con oxigeno molecular (reaccion 2) para producir un
guantum de luz, AMP, CQ y oxiluciferina (178, 194).

Este producto de inhibicion es el principal factor a ser disputado cuando se
emplea luminiscencia de luciferasa de luciérnaga como una medicidon continua de la
concentracion de ATP (178). La medicidén de la luminiscencia de la secrecion de ATP
provee una evidencia inequivoca de normalidad o alteracién de la liberacion de los
granulos densos.

Esto incrementa la sensibilidad de la prueba a defectos de secrecién y deficiencia
del pool de almacenamiento (178). Por otra parte, la liberacion maxima de ATP con
trombina varia muy poco a pesar de un amplio rango de recuento plaquetario en sangre
completa (250-450 x £QuL) y de hematocrito (37- 46%), ésto es probablemente debido
a la natural heterogeneidad plaquetaria (144, 146).

Determinacion cuantitativa de la concentracion de FVW:Ag

Varios ensayos son realizados para investigar la concentracion o funcion del FvW.
Los ensayos mas frecuentes pertenecen a las siguientes categorias: a) determinaciéon de
la concentracion de FVWAg por técnicas como electroforesis de rocket, ELISA e
inmunoturbidimetria y b) determinacién de la actividad por técnicas de aglutinacion,
agregacion plaquetaria en PRP y ensayos de union al colageno por ELISA (206).
Rangos normales de FYW en perros estan entre 70 a 180% y en el limite de lo normal
entre 50 a 69% (Tabla ).

Evaluacion de algunas variables de la hemostasia secundaria
Tiempo de protrombina (TP)

Esta prueba evalla la eficiencia de la via extrinseca y de la via coman de la

coagulacion, midiendo la formacién del coagulo plasmético, en presencia de un exceso

de extractos tisulares (FT). EI TP es més sensible a las deficiencias de los factores VII,
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X'y V o a la presencia de un inhibidor contra los mismos, que a la deficiencia de
protrombina (Factor Il). La tromboplastina utilizada, en funcién de su sensibilidad,
influye mucho en los resultados del TP, siendo necesario que cada laboratorio determine
sus valores normales con sus técnicas, reactivos y aparatos (6). La via extrinseca de la
coagulacidbn es mas activa en perros que en el hombre ya que tienen una mayor
concentracion de los factores VII, X y V (184, 322). Por este motivo los valores de
referencia de TP en perros son mas cortos encontrandose entre 5a 9 s (Tabla I).

Tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPa)

Se fundamenta en la medicion del tiempo de coagulacion del plasma, en presencia
de una *“tromboplastina parcial” (cefalina), la cual sustituye a la accion de los
fosfolipidos de la membrana plaquetaria. Sirve para explorar toda la via intrinseca y la
via final comun, siendo particularmente sensible a los defectos de los factores de la via
intrinseca. El reactivo usado en la determinacion del TTPa debe ser suficientemente
sensible para detectar niveles reducidos de factores que se asocian con sintomatologia
hemorragica, aunque un problema potencial del uso de reactivos sensibles es que pueden
detectar anomalias clinicamente irrelevantes del tipo de déficits de precalicreina vy
cininégeno de alto peso molecular o FXII (6).

Una vez confirmado que el TP, el TTPa o ambos estan prolongados, hay que
determinar si la causa es un déficit de factores de la coagulacion o la presencia de un
inhibidor, para lo cual se debe realizar un estudio de mezclas de plasma del paciente y
plasma normal (6). También la via intrinseca es mas activa en los perros en comparacion
con el humano, debido a la mayor concentracion de los factores de la coagulacion, en
especial FVIII, FIX, FX y FV, por lo que son mas cortos los valores de referencia del
TTPa (184, 322) encontrandose entre 10,8 y 13,5 s (Tabla ).

Determinacion de la concentracion de fibrinégeno

En las pruebas de coagulacion, la determinacion del fibrinbgeno es uno de los
parametros de rutina. Existen diferentes métodos que permiten estudiar a la molécula de
fibrinbgeno, métodos de coagulacion, inmunoldgicos, etc. El método gravimétrico se
basa en la conversion del fibrinbgeno en fibrina mediante la recalcificacion de un
plasma (147). El rango normal esperado en perros es de 200-400 mg/dL (Tabla I). Los

resultados son altamente dependientes de la edad. El fibrinbgeno muestra una
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pronunciada respuesta en fase aguda. Concentraciones < 50 mg/dL pueden asociarse
con sangramientos. Un consumo elevado de fibrindgeno es tipico en CID (167).
Determinacion del factor Xlll por el método de disolucion en urea

La estabilizacion de la fibrina es necesaria para una hemostasia efectiva. Las
pruebas de coagulacién de despistaje (TP, TTP, TT) rinden resultados normales en
presencia de una deficiencia de FXIIl. La estabilizacion de la fibrina es necesaria para
una hemostasia efectiva. El polimero de fibrina es estabilizado por la accion del factor
XIll activado (FXllla) en presencia de ion calcio, debido a la formacién de uniones
covalentes de las cadenas de los monomeros de fibrina.

En ausencia del FXllla, la fibrina se mantiene solo por medio de enlaces
electrostéaticos. La presencia de FXIII se evalué por medio de un ensayo funcional, que
evidenciaba la solubilidad incrementada o no de un coagulo en urea 5 M. La prueba se
considera normal cuando el coagulo no se solubiliza en 24 horas (27).

Pruebas para diagnosticar desordenes del sistema fibrinolitico
Tiempo de lisis del coagulo de euglobulina

Se basa en precipitar en medio acido las euglobulinas del plasma, en donde se
encuentran el fibrindbgeno, plasmindgeno y activadores del plasmindégeno, quedando en
solucién la mayor parte de los inhibidores. El precipitado de euglobulinas es disuelto, en
medio alcalino y luego es coagulado.

El tiempo de lisis de este coagulo es inversamente proporcional a la actividad
fibrinolitica plasmatica (174). También la fibrindlisis esta aumentada en perros, como lo
demuestran los valores mas cortos del tiempo de lisis de euglobulina; si este coagulo
esta aun presente y firme después de 90 minutos, la fibrinolisis es normal (46). La
desaparicion del coagulo antes de los 90 minutos indica fibrindlisis aumentada en perros
o hipofibrinogenemia. Tiempo de lisis mayor de 18 horas ocurre en cuadros de
hipofibrinolisis.

Marcadores fibrinoliticos: determinacion de Dimeros D-D
Método de aglutinacion de particulas de latex

La degradacion patolégica de la fibrina y fibrindgeno resultarda en aumento

de los productos de fibrina o fibrinbgeno (PDF). Los productos de fragmento-D

permanecen covalentemente unidos a fragmentos-D similares de moléculas vecinas de
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fibrina. Estos fragmentos-D unidos son liberados como dimeros-D solubles (167). Para
medir derivados de fibrina se utiliza el ensayo de dimero D-D, por su baja reactividad
para entrecruzarse con el fibrinbgeno, hace que pueda ser aplicado en ensayos en
plasma.

Niveles de D-D son elevados en todos los pacientes con CID, haciendo del ensayo
un marcador sensible para esta patologia. Sin embargo, este ensayo no es tan especifico,
debido a que cualquier desorden que resulte en formacion y ruptura de la fibrina
entrecruzada puede potencialmente elevar al dimero-D, por lo que no es especifico para
CID, porque resultados positivos pueden presentarse en muchas otras pdtda@gyias

La prueba de aglutinacion de particulas de latex es rapida y semicuantitativa y
determina productos de degradacién de fibrina Dimeros-D solubles. Utiliza un
anticuerpo monoclonal de raton anti D-D humanos. La prueba es positiva con
concentracion de D-D que superen 450 ng/mL en el plasma del perro (Tabla I). Los
perros tienen una menor concentracion de PDF circulantes en comparacion con el
humano (46).

Valores aumentados sugieren la existencia de una fibrindlisis secundaria, es decir
formacion de fibrina intravascular y posterior proteolisis de la fibrina entrecruzada por la
plasmina (fibrindlisis). Porque el dimero-D no es liberado en fibrinogendlisis primaria
(ruptura de fibrindgeno), la prueba de dimero-D es especifica para ruptura de fibrina, tal
como ocurre en coagulacion intravascular diseminada, terapia trombolitica y trombosis

de venas profundas (167).
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METODOLOGIA

CAPITULO |

Obtencion del indculo de Anaplasma platys Maracag partir de

perros infectados con esta rickettsia

Obtencion del primer aislado de plaguetas con A. platys

Se extrajo sangre venosa con la sal potasica del acido etilen-diamino-tetraacético
(EDTA-K3) a una perra de raza pastor aleman, de 3 meses de edad y siete kilos de peso,
paciente del Hospital Veterinario de Pequefios Animales “Dr. Daniel Cabello”, de la
Facultad de Ciencias Veterinarias, de la Universidad Central de Venezuela, en Maracay
(Estado Aragua). Esta cachorra procedia de San Joaquin (Estado Carabobo), y
presentaba signos de decaimiento, inapetencia, emaciacién, diarrea y vémito, siendo su
temperatura corporal de 38,7°C. Tres de sus hermanos de la misma camada acababan de
morir, habiendo presentando sintomatologia similar. Los andlisis comprobaron que
estaba infectada de forma natural gomplatys.

El diagnéstico de la bacteria se realizd mediante la técnica descrita por Arraga
(13), tinendo un frotis de capa blanca (pequefia porcion enriquecida con plaguetas y
leucocitos, que separa el plasma de la capa roja de eritrocitos en un hematocrito) con
Hemacolor (Merck). Se examinaron con el objetivo de 100 x los globulos blancos y las
plaguetas, diagnosticAndose como positivo pgarplatys ya que en la muestra se
observaron inclusiones tefiidas de color morado en el interior de las plaquetas.

No se observaron inclusiones en los leucocitos de la muestra, por lo que no fue
positivo aE. canispor esta técnica. Se midio el porcentaje de plaquetas infectadas con
A. platysen un frotis de sangre tefiido, examinando 200 plaquetas, alcanzando éste un
15%. Para la preparacion del aisladoAd@latysse recolecté sangre con EDTA-iKse

centrifugd a 160g x10 minutos (min) a 24°C para obtener un plasma rico en plaquetas
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(PRP), conteniendo 620 x*1plaquetas/uL. Se diluyé el PRP volumen a volumen
con glicerol al 10% como crioprotector en solucién buffer fosfato (PBS) pH 7,2,
alicuotandose en voliumenes de 1 mL y conservandose en nitrégeno liquido hasta su
uso. La preparacion del aislado se realiz6 en el Laboratorio de Investigacion de la
Cétedra de Parasitologia en conjunto con el Laboratorio de Hematologia y Coagulacion
Sanguinea de la FCV, UCV.

Amplificacion del volumen del aislado de A. platys

Con la finalidad de producir una cantidad de indculo suficiente para infectar a los
seis perros del ensayo final (capitulo Il), se procadi@ucir la infeccion experimental
en tres perros mestizos sanos de 7 meses de edad. Se sometid a los animales a estrés
caldrico, disminuyendo la calidad del alimento durante 2 semanas, y se inmunosuprimio
a los animales con Prednisona (2 mg/kg de peso). Posteriormente se procedi6 a inyectar
a los perros, por via intravenosa, dos alicuotas del PRP infectado platys(aislado
obtenido de la cachorra pastor aleman), previamente diluido con solucion salina
fisiologica (SSF).

Se llevé un registro diario en cada perro de las siguientes variables: temperatura
rectal, concentracion de hemoglobina, hematocrito, recuento de plaquetas y leucocitos y
porcentaje de bacteriemia deA. platys diagnosticada mediante FCB. No fueron
observadas inclusiones en los leucocitos. Uno de los tres perros obtuvo un elevado pico
de infeccion (99%) a los 12 dias, procediendo en este momento a extraer 100 mL de
sangre, utilizando como anticoagulante EDTA(&n una concentracion de 1,7 mg/mL).

Los otros dos perros alcanzaron bacteriemias menores (30 y 1%).

Se obtuvieron 30 mL de PRP, conteniendo 143 3pluetas/pL, con 90% de
plaguetas con inclusiones. Este PRP fue mezclado volumen a volumen con glicerol al
10% en PBS pH 7,2, conservandose en alicuotas de 1 mL en nitrogeno liquido. Dicha
mezcla constituyo el aislado de platys que fue inoculado en los 6 Beagles utilizados
en la Etapa Il del trabajo, con el fin de obtener una infeccidn aguda platys y
estudiar su efecto en la hemostasia y fibrinolisis de estos perros.

Diagnostico de A. platys en el aislado amplificado de plaquetas
Diagnostico por microscopia electronica de transmisiéon (MET)
Se extrajo sangre con EDTA de un perro infectado experimentalmente con el
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aislado amplificado dA. platys(10 % de bacteriemia), sometiéndose a centrifugacion a

150 x g durante 8 minutos (min), a temperatura ambiente (TA). Se recolect6 el PRP y se
repartié en dos tubos de ensayo de 2 mL. Se procedidé a la fijacion de las estructuras
plaquetarias en dos pasos: primero se afiadié solucion de glutaraldehido al 0,5% en PBS
pH 7,2 a cada tubo, a una concentracion final de 0,05% (11). La suspension de plaquetas
fue incubada a 37 °C durante 10 min y luego centrifugada a 1.500 x g durante 10 min, a
TA. El sobrenadante fue descartado y al sedimento le fue afadido lentamente
glutaraldehido al 3%, de manera que formara una capa sobre éste, incubandose durante
72 horas (h) a 4°C (11).

La continuacion del proceso de preparacion de la muestra se llevé a cabo en el
Servicio de Microscopia Electrénica del Centro de Microbiologia y Biologia Celular del
Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC). Este procedimiento consistio
primero en un lavado con buffer cacodilato 0,1M pH 7,4 dos veces durante 1 minuto.
Se fijo con tetradxido de osmio al 2% durante 2 horas, seguido por dos lavados con
agua durante diez minutos cada vez. Deshidratandolo con alcohol al 70, 90 y 100% vy
finalmente se procedio a la inclusion en resina mas Oxido de propileno. Se observo en
un microscopio marca Philips CM-10.

Diagndstico mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) estandar

Se recolectaron 10 mL de sangre con EDTA-#e la vena yugular del perro
mestizo con alta infeccion (99%). Se centrifugd a 160 g x 10 min, a 24°C para obtener
el PRP, conservandolo a 4°C hasta su andlisis y durante el transporte hasta el
Laboratorio del Instituto de Estudios Cientificos y Tecnolégicos (IDECYT) de la
Universidad Simén Rodriguez, donde fue realizado el diagnéstico. Se llevo a cabo la
extraccion del ADN a partir de 600 pL de PRP, utilizando un kit para la purificacion de
ADN gendémico (Wizarl Promega, Madison, WI, EUA).

El procedimiento de aislamiento se realiz6 siguiendo las instrucciones del manual
técnico de este producto. EI ADN aislado se conservo a 4°C hasta su uso (el mismo
dia). EI ADN del agente patdgeno aislado del PRP del animal infectado fue utilizado
como molde para amplificar un fragmento del gen ADNr 16A. gdatys mediante un
PCR estandar, usando un par de cebadores que amplifican a un fragmento de

aproximadamente 678 pares de base (pb) de este gen, que codifica al ARNr 16S. Se
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ensayaron tres volimenes diferentes (1, 5y 8 uL) del ADN aislado en el paso anterior.
La amplificacion fue realizada en un volumen de reaccion de 25 pL, conteniendo 2,5
mM de MgC}, desoxirribonucleotidos trifosfato (ANTP’s) en una concentracion de 800
MM cada uno (Promega) y 1,25 U de GoTaq DNA polimerasa (Promega).

Se utilizaron un par de cebadores, uno especifico del género: EHR16SR (5’TAG
CAC TCATCG TTT ACA GC-3') (225), para amplificar la region correspondiente de
todas lasEhrlichia sp y Anaplasmasp. y otro especifico dé. platys PLATYS (5'-

GAT TTT TGT CGT AGC TTG CTA TG-3'), en una concentracion final de 0,5 uM
(148).

El control negativo consistio agua destilada. La amplificacion fue realizada en un
termociclador Master cycler-ep gradients, (Eppendorf), con una primera
desnaturalizacion a 95°C durante 5 min, seguida de 45 ciclos de 5 min a 95 °C
(desnaturalizacién), 30 s a 55 °C (hibridacién), 9 s a 72 °C (extension), mas un ciclo
adicional de extensioén a 72 °C por 5 min. Los productos de la PCR fueron examinados

mediante electroforesis en un gel de agarosa de 0,8%, tefido.
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CAPITULO I

Efecto de la inoculacién deA. platys Maracaysobre la hemostasia

en seis Beagles de un afio de edad

En el presente trabajo cada perro fue su propio control, lo cual hizo indispensable
la evaluacion de todas las variables en los animales antes de la inoculacion del aislado.
Por este motivo, la segunda etapa del trabajo consto, a su vez, de dos fases, una primera
fase de 2 semanas, previa a la inoculacion del aislad®.delatys (fase de
preinoculacion) y una segunda fase de 30 dias, posterior a la inoculaciéon del mismo
(fase de postinoculacion). En ambas fases se estudiaron todas las variables mencionadas
en los objetivos especificos para la evaluacién de la hematologia, hemostasia,
fibrindlisis y presencia de anticuerpos antiplaquetas. Ademas los animales fueron
examinados para el diagndéstico de infeccionAoplatysy conE. canis
Unidad Experimental
Criterios de seleccion de los Beagles utilizados en el ensayo de infeccion
experimental

Se adquirieron seis cachorros de 4 semanas de edad, directamente de un criador,
siguiendo los siguientes criterios de seleccion:

1. De la misma raza (Beagle) para evitar las variaciones genéticas. Para que hubiera
mayor homogeneidad genética, cuatro de los machos eran hermanos por ambos padres y
el macho restante y la hembra, por su parte, eran también, hermanos por ambos
progenitores.

2. De la misma edad, y del mismo sexo la mayoria (5 machos y 1 sola hembra), para
evitar variaciones fisiologicas.

3. Exploracién fisica normal, libres de signos clinicos (fiebre, inapetencia, letargo,
edema, signos respiratorios, mialgias, uveitis, vomito, palidez de mucosas, petequias,
equimosis, epistaxis).

4. Estudios hematolégicos normales (hematocrito, concentracion de hemoglobina,
recuento de plaquetas y de leucocitos y férmula diferencial de leucocitos).

5. Diagnostico negativo dE. canisy deA. platysmediante FCB y la prueba de IFI.
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Ubicacion y manejo de los animales

Los animales se alojaron en jaulas individuales especiales, para que estuvieran
libres de garrapatas, en un galpén ventilado, ubicado en el Centro de Bioquimica y
Biofisica (CBB) del IVIC, en Altos de Pipe (Estado Miranda). La racién diaria de
alimento seco comercial, adecuada a su peso y edad, fue repartida en dos porciones,
suministradas en la mafana y al final de la tarde, suministrandoleac¢jbdaum Se
desparasitaron tres semanas antes de la toma de muestras de sangre. Los animales
fueron manipulados siguiendo todos los lineamientos éticos para el estudio con animales
de experimentacion.

Disefio Experimental

Cada animal constituyd una unidad experimental. Como se menciond
anteriormente, para la evaluacion del efecto del aislada glatyssobre la hemostasia
y la fibrindlisis, cada perro fue su propio control (pre y post-inoculacion).

El experimento consisti0 en evaluar durante las dos semanas previas a la
inoculacion del aislado dA. platysalgunas de las variables de la hemostasia y de la
fibrindlisis, a saber, nimero de plaquetas, agregacion y secrecion plaquetarias, FYWAg,
TP, TTPa, concentracion de fibrindgeno, factor Xlll, determinacion del dimero-D,
tiempo de lisis de euglobulina, hematocrito, hemoglobina, CHCM, recuento de
leucocitos y formula leucocitaria.

También se tomaron muestras de sangre con la finalidad de realizar el diagnéstico
deA. platysy deE. canis por andlisis morfologico mediante microscopia de luz (FCB),
por inmunofluorescencia indirecta (IFl) y pBICR y, ademas, para la medicion de
anticuerpos antiplaquetas (IgGAP).

Pasadas las dos semanas de preinoculacién, se procedio a inocular a los caninos el
aislado deA. platys obtenido en la Etapa | del trabajo. Para inducir la infeccion
experimental se inyectaron a todos los animales en la vena yugular 6 mL del in6culo,
descongelado previamente a TA. Este dia constituy6 el dia cero del ensayo. Todos los
dias se les extraian 2 mL de sangre para realizar un seguimiento de la infeccion por
medio del FCB, medicion del nimero de plaquetas y del hematocrito; adicionalmente
les fue medida la temperatura corporal. Una vez por semana y en el pico de la

bacteriemia, les fueron extraidos 20 mL de sangre a todos los perros, con el fin de
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evaluar todas las variables y de diagnostcaslatyspor IFl y por PCR.
Recoleccion de la sangre

Se extrajo la sangre mediante puncién limpia de la vena yugular, con jeringa de
plastico desechable y aguja calibre 21 x 1. La sangre fue repartida en tres tubos de
ensayo. Un tubo de plastico, con citrato trisddico (3,8%) en proporcion 9:1, para los
estudios de hemostasia. Otro tubo de plastico con EDIALKR mg/mL) para la
evaluacion de la hematologia, FCB, frotis de sangre completa y para la obtencion de
ADN de A platys Un tubo de vidrio sin anticoagulante para la obtencion del suero, para
la deteccion de IgGAP y para la prueba de IFI.
Manejo de la muestra

El PRP destinado a la prueba de PCRAdplatysy la capa blanca que se utilizo
para la PCR d&. canisse congelaron a -80°C hasta su uso. Para la determinacion del
TTPa, TP, concentracion de fibrinégeno, FYW y Factor Xlll, se centrifugd la sangre
citratada a 2.500 x g por 20 min a 5°C, para la obtencion del plasma pobre en plaquetas
(PPP). El PPP necesario para medir el FvW se congel6 a -70 °C hasta su andlisis. Para
los estudios hematolédgicos y de agregacion plaquetaria se utilizo la sangre (con EDTA y
citratada, respectivamente) directamente. El suero destinado para el analisis de IgGAP y
para el diagnéstico por IFI se congelé inmediatamente a -20°C hasta su analisis. Las
variables estudiadas se analizaron en un lapso de tiempo no mayor de 3 horas después de

extraida la muestra, excepto la medicion de IgGAP, FvW, IFly PCR.
FASE DE PREINOCULACION

Pruebas de diagnostico de A. platys y E. canis en los Beagles
Diagndstico morfolégico por microscopia de luz

Para la deteccion d&. platysy deE. canisse realizaron a las muestras obtenidas
de los seis Beagles observaciones directas con el microscopio de luz de los FCB tefidos
con Hemacolor. La posible presencia de inclusiones intraplaquetarias orientaria hacia
una infeccion porA. platysy la de inclusiones intramonociticas o intralinfociticas
sugeriria infeccion coR. canis(13).
Diagnostico serolégico por medio de IFI

Para el diagnostico da. platysse utilizO el método reportado por Frenchy
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Harvey (96), utilizando como sustrato antigénico plaquetas infectadaé. coliatys
Como anticuerpo anti-lgG canino se utilizé el producido en conejo y conjugado con
isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Jackson Immunoresearch Laboratories, EUA),
observando en un microscopio de fluorescencia a una magnificacion de 1000 X.

Se considera signo de positividadAaplatyslas inclusiones con fluorescencia
verde manzana brillante, a nivel del citoplasma de la plaqueta. Se corrieron
simultaneamente con la muestra controles negativos y positivos. Se asumiéo como
positivo un titulo de anticuerpos mayor a 1:160. Este ensayo se realizé en el
Laboratorio de Patologia Clinica de la Universidad del Zulia, Maracaibo, Estado Zulia.

En este mismo laboratorio se realizo el diagndstico pacanis segun la técnica
de Rikihisaet al. (243), utilizando suspensiones de células infectadas DH82, colocadas
en laminas a una concentracién dé délulas por pozo. Las células fueron secadas y
fijadas con acetona fria y posteriormente se incubaron con diluciones seriadas de los
sueros de los animales, a 37°C por una hora. Después de tres lavados con PBS las
células fueron incubadas con anticuerpo anti-lgG canino, producido en conejo y
conjugado con FITC (Jackson Immunoresearch Laboratories, EUA).

Se observaron posteriormente las muestras en un microscopio de fluorescencia a
una magnificacion de 1000 x. En caso positivde.acanis deben evidenciarse las
inclusiones con fluorescencia verde manzana brillante, a nivel del citoplasma de los
monocitos. Se corrieron simultdneamente con las muestras problema controles negativos
y positivos. Se consideré como positivo un titulo de anticuerpos mayor a 1:160.
Optimizacioén de la técnica de PCR anidada

Se realizaron dos ensayos previos a la ejecucion de la técnica de PCR anidada con
la finalidad de optimizar la temperatura de hibridacion y determinar la sensibilidad de la
técnica con el par de cebadores internos PLATYS y EHR16SR.

Optimizacién de la temperatura de hibridacion

Se realiz6 una PCR para amplificar un fragmento del ADNr 163.ddatys
segun lo descrito por Martiet al. (198). Se utilizaron para la primera ronda de PCR el
par de cebadores: 8F (5"-AGT TTG ATC ATG GCT CAG-3") y 1448R (5"-CCA TGG
CGT GAC GGG CAG TGT G-37), el cual amplifica la mayoria del gen ARNr 16S de

la familia Anaplasmataceae (307) y para la segunda ronda, se utilizd el par
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PLATYS (5-GAT TTT TGT CGT AGC TTG CTA TG-3") (148) y EHR16SR (5"-TAG
CAC TCATCG TTT ACA GC-3") especificA. platys(225).

Se optimizé la temperatura de hibridacion de los cebadores ensayando un
gradiente de temperaturas (40, 44, 46, 51, 54, 56, 58 y 60°C). En base a este analisis se
selecciono la temperatura 6ptima de hibridacién para la PCR-anidada utilizada en el
diagnéstico molecular dé. platys de las muestras de los perros del ensayo.
Determinacion de la sensibilidad de la PCR anidada con el par de cebadores PLATYS
y EHR16SR

La sensibilidad de la PCR anidada con el par de cebadores PLATYS y EHR16SR
fue medida ensayando siete diluciones seriadas de ADKW.dg@latys(50; 25; 12,5;

6,25; 3,25; 1,56 y 0,78 ng).
Andlisis de algunas variables de la hemostasia primaria, hemostasia secundaria y
fibrindlisis en los Beagles antes de la inoculacion con A. platys Maracay

La metodologia de estas variables se explica, en la fase de postinoculacion.

FASE DE POSTINOCULACION

En la fase de postinoculacion también se realiz6 el diagnostisoplatysy deE.
canispor medio del FCB y de IFI, siguiendo la metodologia explicada previamente en
la fase de preinoculacion. Ademas de estas dos pruebas, también les fue realizado a los
Beagles el diagnéstico de las dos bacterias mediante la técnica de PCR.

Diagnostico molecular de A. platys a partir del ADN aislado de las muestras de PRP
mediante la prueba de la PCR anidada

Este ensayo fue realizado en el Laboratorio de Fisiologia de Parasitos del Centro
de Bioquimica y Biofisica (CBB) del IVIGSe centrifugaron 5 mL de sangre a 150 g x
5 min, y se separ6 el PRP, a partir del cual se aisl6 ADN de la bacteria, utilizando un
kit de BDtract™ (Maxim Biotech, Inc. San Fco. EUA) para purificar ADN gendmico,
siguiendo las instrucciones del fabricante. La determinacion de la concentracién del
ADN aislado fue estimada utilizando un espectrofotbmetro (Gene Quant Prop,
Amershan Bioscience). Se tomaronulZ de ADN, diluyéndose con 63iL de agua
destilada estéril y se midié su densidad oOptica (DO) a 260 nm, y también a 280 nm,

para verificar la pureza del mismo, siendo ésta aceptable en todas las muestras.
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La amplificacion de ADNr 16S parA. platysse realizO mediante una PCR
anidada, segun lo descrito por Marth al. (198), con algunas modificaciones. La
primera amplificacion fue realizada en un volumen de 25 pL conteniendo 3mM de
MgCl,, desoxirribonucleoétidos trifosfato en una concentracion de 0,2 mM cada uno
(Promega, Madison, WI, EUA), 1,25 U de GoTaq flexi DNA polimerasa (Promega,
Madison, WI, EUA), ADN de un perro infectado cén platys en una concentracion
final de 2 ng/uL, y 0,25 pM de los cebadores 8F y 1448R. En la Tabla Il pueden
observarse algunas de las caracteristicas de los cebadores utilizados en el presente
estudio.

El protocolo para la amplificacion del ADNr 16S Aeplatysfue similar al
descrito por Martinet al. (198), con cambios en la temperatura de hibridacion. Se
utilizé la temperatura de 60°C, la cual fue obtenida en el ensayo de optimizacion
anteriormente descrito, y se utilizé el par de cebadores, PLATYS y EHR16SR
especificos para amplificar el segmento interno del producto de la PCR de la primera
ronda (148). Se ensay0 agua en lugar de muestra como control negativo, y ADN de
platysaislado de un perro infectado naturalmenteAgplatyscomo control positivo.
Diagndstico molecular de E. canis mediante la técnica de la PCR anidada

Se practicé en el mismo Laboratorio de Fisiologia de Parasitos del CBB, IVIC,
segun como lo describié Gutiérrezt al (121). La primera amplificacion fue realizada
en un volumen de 50 pL, conteniendo 5mM de Mgd&dsoxirribonucledtidos trifosfato
en una concentraciéon de 0,2 mM cada uno (Promega, Madison, WI, EUA), 1,25 U de
GoTaq flexi DNA polimerasa (Promega, Madison, WI, EUA). ADN de cada uno de los
seis perros, en una concentracion final de 10 ng/puL, y 0,25 uM de los cebadores ECB
(5"-CGT ATT ACC GCG GCT GCT GGC A -3") y ECC (5-AGA ACG AAC GCT
GGC GGC AAG C -3") (73,74). Estos cebadores fueron utilizados para amplificar la
region correspondiente del gen del ARNr 16S de la fasil@plasmatacea€labla Il).

Para la segunda ronda de amplificacion el protocolo fue similar, utilizdndose un
par de cebadores, HE-3 (5-TAT AGG TAC CGT CAT TAT CTT CCC TAT-3")
CANIS (5-CAA TTA TTT ATA GCC TCT GGC TAT AGG AA-3") (8), género
especifico d&hrlichia canis para amplificar el segmento interno del producto de la

PCR inicial (310). Se ensay6 agua destilada estéril como control negativo. Se usaron 2
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Tabla Il. Cebadores utilizados ereste trabajo enel ensayo dda reaccion en cadena de la polimeras(PCR) para amplificar
al gen ARNr 16S de los organismdshrlichia canisy Anaplasma platys

cebador ____producto ____ programa ____ organismederencia
nombre secuencia del primer (5°-3") tamafio concentra- ciclos °C m s detectado
cién final
ECB  CCTATTACCGCGGCTGCTGGCA 483pb 2 pmol 1 94 4 Ehrlichia/ Dawson et
(19) 40 68 1 Anaplasma al.
ECC AGA ACG AAC GCT GGC GGC AAG C » i 1 72 1 (73)
(29 1 94 1
ECA CAATTATTT ATAGCC TCT GGC TATAGGAA 388 pb 2 pmol 1 94 4 Wen et al
(2°9) 40 60 1 (310)
HE-3 TAT AGG TAC CGT CAT TAT CTT CCC TAT ” . 1 72 1 E. canis
(2°) 1 94 1 Anderson et
- - - al. (8)
SF AGT TTG ATC ATG GCT CAG 1448pb 0,25 pM 40 94 1
(19 1 60 1 Ehrlichia/ Warner y
1448R  CCA TGG CGT GAC GGG CAG TGT G " " 1 72 1 40 Anaplasma Dawson
(19) 1 72 140 (307)
PLATYS GAT TTT TGT CGT AGC TTG CTA TG 678 pb 0,25 uM 1 94 1 Inokumaet
(29) 40 60 - 30 Anaplasma al.
EHR16SR  TAG CAC TCA TCG TTT ACA GC § " 1 72 - 30 platys (148)
1 72 5 (225)

m = minutos; s= segundos; 1° = primera ronda; 2° = segunda ronda
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controles positivos, un ADN dE. canisextraido a partir de la sangre de un perro
infectado naturalmente, y un ADN obtenido a partir de un cultivo de células DH82
infectadas cork. canis(donado amablemente por la Profesora Clara Nancy Gutiérrez,
Instituto de Investigaciones Biomédicas de la Universidad de Carabobo, Nucleo
Aragua).

Secuenciacion del ADNr 16S de A. platys aislado de los productos de PCR del PRP
de uno de los Beagles infectados con A. platys

La muestradel ADN purificado fue enviada al servicio comercial de
secuenciacion automatica de ADN Macrogen Inc. (Corea), el cual determind la
secuencia de nucleétidos de aproximadamente 678 pb, obtenida de la amplificacion por
PCR, de ambas cadenas delantera y reversa del ADNr 16S. En un primer paso del
proceso se corrio por electroforesis un gel de agarosa al 2% con el producto de la PCR
de la segunda ronda vy, la banda obtenida con el fragmento de ADN amplificado fue
cortada y purificado el ADN con un kit disefiado para este fin (Wizard SV Gel y PCR
Clean-Up System Promega, Madison, WI, EUA), de acuerdo a las instrucciones del
fabricante.

Se utilizaron los mismos cebadores de la PCR anidada, PLATYS y EHR16SR
Este analisis permitio la identificacion del ADN amplificado a partir de la sangre de uno
de los perros infectados experimentalmente &Aomplatys Otra muestra del ADN se
envio al Centro de Secuenciacion y Analisis de Acidos Nucleicos (CeSAAN) del IVIC
para realizarle el mismo andlisis de secuenciacion.

Comparacion de la secuencia del ADNr 16S de A. platys obtenido en el presente
trabajo con las secuencias publicadas en las bases de datos

Alineamientos multiples de la secuencia de ADNr 16\ delatysobtenida en
este trabajo y las secuencias depositadas en la base de datos GenBanK NCBI (National
Center For Biotechnology Information) fueron realizados utilizando el programa
BLAST (7) para identificar secuencias de diferentes especieAndplasma spp.
previamente reportadas, homologas a la obtenida en el presente estudio. Este andlisis fue
realizado en el Laboratorio de Biologia Celular de Eucariotas del Instituto de
Investigaciones Biomédicas de la Universidad de Carabobo, Nucleo Aragua.

Andlisis filogenético del aislado de A. platys obtenido en Maracay (Aragua)
Las secuencias de ADNr 16SHerlichia y Anaplasmaen la base de datos GenBank y
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la secuencia obtenida en el presente estudio fueron utilizadas para generar un arbol
filogenético empleando el andlisis Neighbor-Joining (NJ), mediante el programa
MEGA (172). Este andlisis se llevo a cabo en el Laboratorio Regional de Diagnéstico
del Dengue y otras Enfermedades Virales (LARDIDEV) del Instituto de Investigaciones
Biomédicas de la Universidad de Carabobo, Nucleo Aragua.

La metodologia utilizada para el andlisis de algunas variables hematoldgicas,
hemostaticas y fibrinoliticas y para los IgGAP de los Beagles, realizadas antes y después
de la inoculacion, se explica a continuacion:

Estudio de algunas variables de la hematologia
Recuento de leucocitos

Se obtuvodiluyendo la sangre 1:20 con &cido acético al 3%, mezclando y
contando los leucocitos en la camara de Neubauer (258).

Recuento diferencial de leucocitos

Se realizOmedianteextendidos de sangre periférica en laminas portaobjetos,
fijandolos con metanol y coloreandolos con Hemacolor. Las laminas se observaron al
microscopio con objetivo de inmersion, contando los distintos tipos de leucocitos, hasta
enumerar un total de 200 glébulos blancos en areas de monocapa celular, en diferentes
campos del frotis. El nimero de leucocitos se reporté en valor absoluto (258).
Concentracion de hemoglobina

Fue determinadaolorimétricamente mediante la técnica de Wong (315), por el
método de la cianometahemoglobina, utilizando un patrén de hemoglobina (Wiener Lab.
Rosario. Argentina) y una solucion de Drabkins (Wiener Lab. Rosario. Argentina). Se
leyeron a 540 nm la densidad optica (DO) del patron y de las muestras problemas, en el
espectrofotometro DU Beckmann. Se calcul6 el factor de calibracion (Fc) dividiendo la
concentracion del patrén de hemoglobina (g/dL) entre la DO del patron de hemoglobina.
La concentracion de hemoglobina (g/dL) de las muestras se calculé6 multiplicando el Fc
por la DO de la muestra problema.

Concentracién de la hemoglobina corpuscular media (CHCM)

indice hematimétrico que mide el peso de la hemoglobina en relacién con el

volumen del eritrocito y se expresa en g/dL (258), segun los valores obtenidos después

de utilizar la siguiente formula:

74



concentraciéon de hemoglobina (i

"L) x100

CHCM (%) - hematocrito (%)
Volumen del paquete de eritrocitos (PCV) o valor del hematocrito

Determinado por el método del microhematocrito, centrifugando a 13.000 g x 5
minutos (279), este valor fue expresado en porcentaje.
Estudio de algunas variables de la Hemostasia Primaria
Observacion microscopica de las plaquetas (tamafio y forma)

Fue realizada inmediatamente después de extraida la muestra, con el fin de
prevenir que sucedieran cambios en la morfologia plaquetaria. Se hex¢eodidos
de sangre periférica recolectada con EDTAK laminas portaobjetos, fijandolos con
metanol y coloreandolos con Hemacolor. Se examinaron las caracteristicas morfologicas
de las plaquetas bajo microscopio de luz con el objetivo de inmersién 100 X.

Recuento de plaquetas

Fue realizado mediante el método de Brecher y Cronkite (40), utilizando la
camara de recuento de Neubauer modificada, diluyendo 1:100 la sangre recolectada con
EDTA-K3 en una solucion de oxalato de amonio al 1% (Merck).

Agregacion plaquetaria

Se ensay0 en sangre total citratada, por el método de agregometria electronica por
impedancia, desarrollado por Cardinal y Flower (49), en un lumiagregbmetro de doble
canal, modelo 560-Ca (Chrono-log Corp. Havertown, EUA), segun el protocolo
descrito en el manual de instrucciones del equipo (56).

La sangre a analizar se dejo en reposo durante 1 hora a TA. En una cubeta de
ensayo del lumiagregdmetro se dispensaron 450 uL de sangre citratada y se le
afadieron 450 pL de SSF (previamente calentada a 37°C). La cubeta se coloco en el
canal de lectura del lumiagregémetro y se incub6 durante 5 minutos a 37 °C, agitandola
a 1.200 rpm, durante todo el experimento. Se indujo la agregacion plaquetaria con
coldgeno de tendon equino (Horm- Nycomed Amersham-Munchen), a una
concentracion final dep®/mL. Se registraron los cambios de impedancia durante 10
minutos, tiempo en que se alcanzo la amplitud maxima. Estas variaciones de impedancia
fueron expresadas en ohmi@y),(reportandose la amplitud maxima de la respuesta de

agregacion. También se hicieron mediciones del area bajo la curva (A), del tiempo de
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latencia (L) y de la pendiente de la curva (P). Este ensayo fue realizado en el
Laboratorio de Fisiopatologia de la Coagulacién Sanguinea del Centro de Medicina
Experimental (IVIC).

Secrecion de ATP por las plaquetas caninas

Se determind por medio de un ensayo sensible de bioluminiscencia utilizando el
método de impedancia (o0 resistencia eléctrica) en un lumiagregdbmetro de sangre
completa con doble canal, modelo 566-Ga AGGRO/LINK®, Windows® Software
(Chrono-log Corp., Havertown, PA). Se utilizé un kit de Chrono-lume™, que contiene
los reactivos de luciferina y luciferasa (Chono-log Corp., Havertown, PA).

Para prevenir la estimulacion plaquetaria se diluyé previamente el reactivo de
Chronolume 1:2 con SSF (156), para ser utilizada como solucion de trabajo. También
se prepar0 antes del ensayo una solucion estandar de ATP (Sigma, St, Louis, EUA)
diluida en una solucion tampén de Hepes 50 mM, verificAndose su integridad por
medio de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).

El protocolo que se siguié para este ensayo fue el sugerido por el fabricante con
algunas modificaciones. En una cubeta con un volumen de 450 pL de SSF precalentada
a 37 °C se le afiadieron directamente 450 pL de sangre citratada, incubandose durante
10 minutos a 37 °C, con agitacion a 1.200 rpm. Se dispensaron 100 pL del Chronolume
diluido y se incubd a 37 °C en el agregdémetro durante 2 minutos exactos, adicionando
inmediatamente el agente inductor de agregacion y secrecion.

La determinacién de la secrecion de ATP fue ensayada utilizando como agente
inductor de la agregacion y secrecion al colageno (Horm- Nycomed Amersham-
Munchen) en una concentracion final igual a 5 pg/mL. La cantidad maxima de ATP
secretable (secrecion maxima) de los granulos densos de las plaquetas fue inducida con
trombina (Sigma St Louis, EUA) en una concentracion final de 1U/mL.

Se midié el cambio de luminiscencia de las muestras problema y de la solucién de
ATP de concentracion conocida. Los resultados de la secrecion de ATP de las muestras
de sangre se reportan en nanomoles de ATP y fueron comparados con aquellos
obtenidos de un estandar de 2 nmoles de ATP (concentracion final en la cubeta =
2uM). Ademaés, estos resultados fueron normalizados &*IpiaGuetas, de forma que

también se reportan los valores como pmoles de ATPflaquetas, siendo esto
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esencial debido a la variacion en el nimero de plaquetas de los animales a lo largo del
ensayo (72). Estos ensayos fueron realizados en el Laboratorio de Fisiopatologia y
Coagulacion Sanguinea del Centro de Medicina Experimental del IVIC.

Evaluacioén del factor von Wilebrand (FvW)

Se realiz6 la determinacion cuantitativa de los niveles de antigeno del FYWAg en
plasma antes y después de la inoculacionAcoplatys por medio de una técnica de
ELISA tipo sandwich de doble anticuerpo, que permite cuantificar el FYWAgQ como
proteina, sobre la base de sus propiedades antigénicas frente al correspondiente
antisuero.

Se recolectaron con citrato de sodio al 3,8% (proporcion 1/9), 2mL de sangre
venosa de los animales, centrifugadndose a 1500 x g durante 15 minutos a 4°C,
separando el PPP rapidamente. Este plasma fue congelado a -80°C hasta el dia del
ensayo. El dia del ensayo los plasmas fueron descongelados inmediatamente antes del
analisis, de forma rapida a 37°C, a fin de evitar la formacion de crioglobulinas.

El procedimiento del ELISA tipo sandwich se llevo a cabo en ocho pasos: el paso
1: es la adsorcion pasiva del anticuerpo a la placa. Se recubri6 una microplaca
(Maxisorp-Nunc Internacional, NY, EUA) con anticuerpo policlonal de conejo anti
FvW humano (Dako, A/S Produckttionsvej, Glostrup, Dinamarca), diluido en buffer
carbonato 50 mM pH 9,6 toda la noche a 4°C.

El paso 2: consistid6 en realizar cinco lavados de los pozos con Tween 20
(0,05%)/PBS 0,01M pH 7,2 para remover el exceso de anticuerpo no unido, en un
lavador de placas (Modelo ELx50, Bio-Tek Instrument, Highland Park, Vermont, EUA).

En el paso 3 se adicion¢ el antigeno (FVW), se prepararon diluciones 1:51 de cada
plasma de los perros con SSF y Tween 20 al 0,05%, y cuatro diluciones de un plasma
calibrador con 98% de FvW humano (D&dBehring GmbH, EUA).

Se dispensaron 100 pL de estas diluciones de plasma problema y 100 pL del
plasma calibrador puro, equivalente a 98% de FVW en sus respectivos pozos de la
microplaca. También se dispenso en dos pozos solucion de SSF/Tween 20 al 0,05%
como blanco y un control interno de FvW de concentracién conocida®D2elering
GmbH, EUA). Se incubd la microplaca tapada durante 1 hora a TA. En el paso 4:

se realizaron lavados similares a los descritos en el paso 2. El paso 5 consistio en la
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adicién de anticuerpo anti FvW, conjugado con la enzima peroxidasa (Dako, A/S
Produckttionsvej, Glostrup, Dinamarca) a cada pozo de la placa, incubandose durante 1
hora a TA. El paso 6 consistido en lavar cuatro veces los pozos con una solucion de
Tween 20 (0,05%) /PBS 0,01M pH 7,2 y una vez con tampdn citrato 0,1M pH 5. En el
paso 7 se adiciono el sistema desarrollador de color, afiadiéndose 100 pL de o-
fenilendiamina (Invitrogen, EUA), se incubd en la oscuridad durante 5 minutos,
deteniéndose la reaccion afiadiendo 150 pL £OIH1IN a cada pozo. Con el paso 8 se
procedio a la lectura, midiéndose la DO (492 nm) de cada pozo en un lector de
microplaca (Modelo ELx800 Bio-Tek Instruments, Highland Park, Vermont, EUA).

La concentracion de FYWAg plasmatico fue determinada mediante una curva de
calibracién generada con las lecturas que arrojaron las diluciones del plasma calibrador
comercial conteniendo 98% de FvW humano. Los porcentajes del FYWAg de las
muestras de los Beagles se obtuvieron interceptando las absorbancias de las muestras
con la curva de calibracidon y extrapolando los puntos de corte obtenidos hacia la abscisa
(% FvW). Esta prueba fue desarrollada en el Laboratorio de Investigacion del Banco de
Sangre Municipal del Distrito Capital, Caracas.

Estudio de algunas variables de la Hemostasia Secundaria
Tiempo de protrombina (TP)

Se realizépor el método de Quick (234). Cada plasma citratado fue ensayado por
duplicado con el reactivo Neoplast®€! Plus (Diagnostica Stago, Asnieres, Francia)

y las lecturas de los tiempos de coagulacion se realizaron en un analizador
semiautomatizado de coagulacion (Modelo ST4, Diagnostica Stago, Asnieres, Francia).
Los resultados fueron expresados en segundos.

Tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPa)

Se utiliz6 el reactivo C.K. Pre®dCl Plus (Diagnostica Stago, Asnieres,
Francia) segun Proctor y Rapaport (233), las lecturas de los tiempos de coagulacion se
realizaron en un analizador semiautomatizado de coagulacion (Modelo ST4,
Diagnostica Stago, Asnieres, Francia). Los resultados fueron expresados en segundos.
Concentracion de fibrindgeno plasmatico (Factor I)

Se realiz6 por el método gravimétrico descrito por Ingram (147), utilizando

cloruro de calcio 0,025M (Sigma Chemical Company). La concentracion de fibrinogeno
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fue expresada en mg/dL, segun los valores obtenidos luego de utilizar la siguiente

formula:

mg) peso del coagulo

- 100
dL x

Concentracion de fibrinégeno ( = Yolumen del plasma (mL)

Determinacion del Factor XIlI

Por medio de la técnica de solubilidad del coagulo de fibrina en urea 5M, descrita
por Loewy y Edsall (190). Los resultados se expresan como disolucion o no del coagulo
en 24 horas. La prueba se considera normal cuando éste no se solubiliza en 24 horas.
Evaluacion de algunas variables de la Fibrindlisis
Determinacion semicuantitativa del dimero D

Fue medida la concentracion plasmatica de fragmentos de dimero D, contenidos
en los productos de degradacion de la fibrina entrecruzada (XL-PDF) como marcador de
fibrindlisis, mediante un ensayo de aglutinacion con perlas de latex recubiertas con un
anticuerpo monoclonal altamente especifico contra el dimero D (139), utilizando la
prueba de DIMERTES® (Dadé€, Behring GmbH, EUA).

Se ensayaron las muestras problema, el control positivo (solucién de dimero D
humano en una concentracion aproximada de 800 ng/mL) y el control negativo. Esta
prueba permite medir concentraciones de dimero D de 200 ng/mL en adelante. Los
resultados son expresados como negativos (menor de 200 ng/mL de dimero D (XL-
FDP) o positivo (mayor de 200 ng/mL de dimero D (XL-FDP)).

Tiempo de lisis del coagulo de euglobulina

Se realizo mediante el método de Von Kaulla y Schultz (301). El plasma es
diluido y acidificado, formandose un precipitado que contiene fibrindgeno,
plasmindgeno, plasmina, y activadores del plasmindgeno. Este precipitado se llama
fraccion de euglobulina. Excluidas del precipitado estan las antiplasminas, asi que la
fibrindlisis puede proceder. Se forma un coagulo y se inicia el tiempo de incubacion
entre 1 a 5 horas, se observa si hay disolucion del coagulo.

Todos estos ensayos (hematologia, hemostasia Yy fibrindlisis) se realizaron en el
Laboratorio de Hemostasia y Genética Vascular del CBB del IVIC.

Deteccion de la presencia de inmunoglobulina G asociada a plagueta (IgGAP)

Para descartar que una de las causas de la trombocitopenia estuviera relacionada
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con un mecanismo inmune mediado por anticuerpos, se midieron los anticuerpos
antiplaquetas. La determinacion se realiz6 mediante la medicion de anticuerpos 1gG
circulantes en el suero y con capacidad de unirse a las plaquetas (IgGAP), por la técnica
de Grindenet al. (119).

Primero se realizé una estandarizacion de la técnica para determinar anticuerpos
(Ac) antiplaquetas en suero de caninos, por citometria de flujo. Posteriormente se
ensayaron los sueros problema, requiriéndose para ésto la obtencion de plaguetas de un
perro sano. Para purificar las plaquetas caninas se realizd la extraccion de 5 mL de
sangre venosa de un perro sano en reposo y con el minimo traumatismo posible,
trasvasandola a un tubo conteniendo EDTA-K se centrifugd a 170 x g durante 5
min, obteniendo el PRP.

Este PRP se dispens6 en un tubo de plastico, lavandose las plaquetas tres veces
con PBS-EDTA 3mM-BSA 0,1%, pH 7,2 y centrifugando la suspensiéon de plaguetas a
1.400 x g por 10 min a TA, para remover las proteinas plasmaticas. El EDTA previene
de forma adecuada, la activacExvivode las plaguetas caninas (207).

Las plaquetas lavadas fueron fijadas fmmaldehido a una concentracion final
de 0,24% en PBS y se incubaron a TA durante 30 min. (132). Después de la
incubacién fueron lavadas dos veces con PBS-EDTA 3mM-BSA 0,1%, como se explico
anteriormente. Luego se decant6 el sobrenadante y el botén celular, compuesto por las
plaguetas ya fijadas fue resuspendido suavemente en 1mL de PBS-EDTA 3 mM. A estas
plaquetas fijadas y lavadas se les realizé un recuento, ajustandose a 100.000 / pL.

Para la obtencion del suero se extrajeron 3 mL de sangre venosa de los caninos
sanos e infectados c@n platys en tubos al vacio sin anticoagulante, dejando reposar la
muestra por 1 hora a TA. Posteriormente se centrifugd a 1.400 x g por 10 min. Cada
suero fue separado e inactivado con calor a 56 °C durante media hora, almacenandolos
en viales plasticos de 1,8 mL y congelandolos a -20 °C hasta su procesamiento para el
montaje de la técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFl), con la finalidad de medir
anticuerpos antiplaquetas.

Se ensayaron cuatro clases diferentes de controles. Se utilizé un control positivo
gue consistio en suero de un canino trombocitopénico (5.000 plaquetas/ puL) y que

presentaba petequias en casi todo el cuerpo (Consultorio privado del Médico Veterinario
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Gabriel Verde, de La Candelaria, Maracay, Estado Aragua). Como control nesgativo
utilizo el suero de un canino clinicamente sano. Ademas de estos dos controles se corrié
un control isotipo que consistio de un Ac isotipo, IgG de conejo conjugada con
isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Jackson Immuno Research Laboratorios, EUA)
para detectar union inespecifica de anticuerpo IgG exogena, a las plaquetas caninas. Las
plaguetas del perro sano fueron incubadas con este anticuerpo.

En el analisis de la fluorescencia emitida por fluorocromos afadidos a las células,
debe tenerse en cuenta la fluorescencia celular intrinseca o autofluorescencia, que es
causada, principalmente, por nucledtidos de pirimidina y flavina. Estas moléculas
confieren fluorescencia azul o verde de baja intensidad a las células, cuando son
excitadas por luz ultravioleta o azul. Por este motivo también se monté un control de
autofluorescencia, el cual se prepar6 mezclando en un tubo la suspension de plaquetas
sanas en tampon sin anticuerpo.

Para el marcaje de las plaquetas con anti-IgG canina-FITC se aplicé una técnica de
IFI para la deteccion de los IgGAP, que pudieran estar presentes en el suero de los
Beagles. Se procedio a la incubacion de las plaquetas del perro sano con el suero de
cada canino, para lo cual, los sueros fueron descongelados a 37 °C de forma rapida.

En cuatro tubos plasticos se colocaron 100 pL de una suspension de plaquetas
del perro sano (100.000/ uL) lavadas y fijadas. A uno de los tubos se le adicionaron 100
uL de Ac isotipo, al segundo tubo se le dispensé suero control positivo, en otro tubo 100
pL de suero control negativo y al dltimo tubo 100 pL de suero del animal infectado
experimentalmente. Los tubos se incubaron por 30 min a TA.

Para la incubacion con el conjugado fluorescente, cada muestra fue lavada dos
veces con 3 mL de PBS-EDTA 3mM-BSA 0,1%, pH 7,4, centrifugando a 1.400 x g
por 5 minutos a 4 °C, descartdndose el sobrenadante. Posteriormente, a cada muestra se
le afladieron 100 pL de anticuerpo policlonal, anti-lgG (H+L) canina (producida en
conejo), conjugado a FITC (Jackson Immuno Research Lab, EUA), a una dilucion de
1/50 con PBS, siendo incubadas durante 30 min a TA en la oscuridad.

Posteriormente, as muestras fueron lavadas 2 veces, como se indicé antes, para
eliminar las proteinas plasmaticas e IgG-FITC no unida, finalmente fueron

resuspendidas con 1 mL de PBS, conservadas en refrigeracién y en la oscuridad, por un
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resuspendidas con 1 mL de PBS, conservadas en refrigeracion y en la oscuridad, por un
tiempo no mayor de 18 horas, hasta su lectura. Todos los tubos con muestras problema y
controles fueron conservados de la misma forma.

Por dltimo se detectaron los IgGAP por citometria de flujo. Las plaquetas
fluorescentes fueron medidas, por medio de un citbmetro de flujo, FACS-Calibur
(Becton-Dickinson, San José, EUA) del Laboratorio de Patologia Celular y Molecular
del Centro de Medicina Experimental, del IVIC. Se definio una region para separar
la poblacion de plaquetas, por tamafio (FSC) y granularidad (B8@). el analisis de
las plaquetas se establecieron los siguientes parametros logaritmicos: FSC-E00, SSC:
433 volts y FL1 562 volts.

Las plaguetas fueron identificadas por sus caracteristicas FSC/SSC; diez mil
eventos (10.000) fueron adquiridos (excluyendo detritus celular) y los resultados fueron
analizados con el programa CELL Quest. El porcentaje de plaquetas positivas que
fueron recubiertas con IgG fue definido por las células totales en la region 1 (R1) y
ubicadas en el cuadrante positivo para fluorescencia FL1. La IgG sérica con capacidad
de unirse a la superficie de las plaquetas (IgGAP) fue corregida sustrayendo la
fluorescencia inespecifica (background), medida incubando las plaquetas con el
anticuerpo control isotipo.

Analisis estadistico

Para cada variable estudiada se comprobaron los supuestos estadisticos basicos,
normalidad, a través de la prueba de Wilk-Shapiro y, homocedasticidad, por medio de la
Prueba de Barlett, y se transformaron la(s) variable(s) que no cumplieron estos
supuestos. Con la finalidad de dar cumplimiento a los objetivos especificos, los datos
fueron sometidos al analisis de la varianza, a los fines de detectar posibles diferencias
significativas en las variables (hemoglobina, hematocrito, CHCM, recuento de
leucocitos, recuento diferencial de leucocitos, recuento de plaquetas, agregacion
plaguetaria, secrecion plaquetaria, FYWAg, TP, TTPa, fibrinégeno, FXIIl, dimero D,
tiempo de lisis de euglobulina y IgGAP) en funcion del porcentaje de bacteriemia y de
los dias postinoculacion. De acuerdo a la significacion de los analisis de la varianza, se
condujeron pruebas de comparacion de medias de Tukey a un nivel de significacién del

5%. Se utilizé el programa computarizado Statistix para la realizacion de estos andlisis.
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RESULTADOS

CAPITULO |

Obtencion del indculo deAnaplasma platy$aracay

a partir de perros infectados con esta rickettsia

Andlisis sanguineos y clinicos de los perros de donde se obtuvo el in6culo de A. platys
Maracay

El aislado deA. platysutilizado en la segunda etapa del trabajo procede en una
primera instancia del PRP de una cachorra pastor aleman de San Joaquin, Estado
Carabobo, con 15% de bacteriemia (porcentaje de plaguetas infectadas) gatgsy
negativo aEhrlichia canis ambos determinados por frotis de capa blanca (FCB). Los
analisis clinicos y del laboratorio del perro se reportan en la Tabla Ill.

Se probo la efectividad de este aislado (primer aislado) inoculandolo en tres perros
mestizos, obteniendo 99% de bacteriemiaAuoplatysen uno de ellos y una mas leve
bacteriemia porA. platysen los otros dos (30 y 1%). En la Tabla IV puede observarse el
registro diario de la temperatura rectal, concentracion de hemoglobina, hematocrito,
recuento de plaquetas y de leucocitos y porcentaje de bactedehy&rro mestizo
infectado experimentalmente cén platys que llegé a alcanzar 99% de bacteriemia,
determinada por medio del examen de los FCB.

El PRP (20 mL) obtenido de este perro constituyd el in6culo (aislado
amplificado) utilizado para infectar a los 6 perros Beagles en la segunda etapa del
trabajo, siendo necesario demostrar la presencia del AN glatysen el mismo.

Andlisis del aislado amplificado de A. platys obtenido en Maracay (Aragua)
Microscopia electronica (MET)

La MET permitié esclarecer que las inclusiones observadas dentro de las

plaguetas, en los FCB tefiidos, eran realmente organismos rickettsiakes platys en

lugar de colorante precipitado, restos de nucleos de megacariocito y/o granulos
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Tabla 1ll. Analisis sanguineo, coproldgico y clinico realizado en el Hospital
Daniel Cabello de la Facultad de Ciencias Veterinarias, UCV, a una
cachorra pastor aleman, de la que se obtuvo el aislado de
Anaplasma platysutilizado para inducir la infeccion en los tres
perros criollos, en el presente trabajo

Hematologia Quimica sanguinea
Variables Resultados Variables Resultados
recuento de leucocitos 14,2 x 103 /uL albumina 2,4 g/dL
recuento de eritrocitos 5,33 x®1/QuL proteinas totales 5,4 g/dL
hemoglobina 11g/dL globulinas 3,0 g/dL
hematocrito 34% fosfatasa alcalina 174 U/L
namero de plaquetas 206 x 103/uL creatinina 0,9 mg/dL
monocitos 18% bilirrubina total 2,2 mg/dL
linfocitos 14% indice ictérico 75U
neutrofilos 67%
basofilos
eosindfilos 1%
VCM 63,7 fL
CHCM 33,3 g/dL
HCM 21 pg
Wo negativo
Despistaje de Anaplasma platysl5%
(frotis de capa blanca) Ehrlichia canis negativo
Coprologia
esteatorrea, abundante flora bacteriana, huevasicdostoma
Anamnesis

edad: 3 meses. peso: 7 kilos. temperatura: 38,7°C. dieta: alimento seco. heces:

sanguinolentas y diarreicas, decaimiento, inapetencia, emaciacion y vomito.
Comentarios

anisocitosis moderada, reticulocitos, monocitos reactivos, plaquetas reactivas
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Tabla IV. Observaciones hematoldgicas y clinicas del perro criollo infectado experimentalmente cémaplasma platys que
alcanzo6 un 99% de bacteriemia

DPI temperatura plaquetas bacteriemia hematocrito leucocitos recuento diferencial observaciones
rectal por FCB S L E M
(°C) /uL (%) (%) /uL (%)
410.000 negativo 30 13.250 60 39 - 1 administracion oral de 1
535.000 “ 30 12.500 56 39 - 5 tableta de 5mg de prednisona
inoculacion del aislado dé\. platys
2 39,7 540.000 negativo 32
4 302.500 “ 29 9.650
6 40,4 280.000 “ 32 6.550
7 39,4 340.000 “ 31 7.850
8 330.000 “ 26 8.725 79 19 - 5 eritrofagocitosist
9 40,0 185.000 1 inclusion 24 13.300
10 39,6 65.000 negativo 30
11 168.000 positivo 29
12 205.000 14 29
13 39,9 188.000 90 32
14 39,9 100.000 99 22
15 39,9 28.000 99 15 10.025 inicio doxiciclina (100 mg/dia)
17 47.000 20

DPI = dias postinoculacion
FCB = frotis de capa blanca. S = segmentados. L = linfocitos. E = eosinoéfilos. M = monocitos
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plaguetarios agrupados y fuertemente condensados y coloreados. En la Figura 5 se
evidencian los aspectos ultraestructurales de las plaquetas infectacasptatys.El

estudio de MET mostr6 plaquetas que contenian en su interior organismos
rickettsiales tipdA. platys de diferentes tamafios y formas, residiendo en el interior de
una vacuola. En las Figuras 5ay 5b son redondos u ovalados, mientras que en la Figura
5c, 5d y 5f se observa alguno con forma arrifionada, mostrando la doble membrana
(una interna y otra externa) que caracteriza a estas rickettsias. Ademas se observaron
organismos con una sola membrana. En la Figura 5 b puede apreciarse que el nimero de
organismos dentro de la vacuola infectada fue de hasta nueve.

También pueden verse (Figura 5a) organismos de membrana delgada y
protoplasma moderadamente electrondenso y organismos que presentaban un area
electrontransparente o luminosa con finas fibrillas en el area central y una sustancia
electrondensa en su periferia, ademas en la Figura 5 b pueden apreciarse dos plaquetas
con uno de estos organismos, en donde la sustancia de color oscuro se disponia también
en el centro del mismo. Se observa mas de una vacuola dentro de una misma plagueta
(Figura 5e y 5f). En todas las plaguetas se aprecian pocos granulos alfa y escasos
granulos densos, no observandose glucogeno. Todas las plaquetas infectadas
presentaban dos o mas seudépodos (Figura 5c).

Prueba de biologia molecular (PCR)

Las muestras del ADN obtenido del aislado amplificado fueron analizadas por la
técnica de la PCR simple, en una sola ronda, pudiéndose confirmar que las
inclusiones en el interior de las plaguetas caninas Aratatys En la Figura 6 se
muestra el resultado de la amplificacion del ADNr 16SAd@latyspor PCR. En los
tres volumenes de ADN ensayados se detecté el ADN giatys en una banda gruesa
(alta concentracion), con un tamafio aproximado de 678 pares de bases (pb). En la Tabla
V aparecen los resultados del diagnésticd\dplatysy de E. canisen los dos aislados
obtenidos en Maracay (Aragua), analizados por FCB, MET y PCR.
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Figura 5. Micrografias electrénicas de plaquetas de un perro infectado
experimentalmente cof. platysMaracay. Se aprecian plaquetas con organismos de
A. platysovalados (a), redondos (b), arriionados (d y f), dentro de una vacuola con
simple (f) o doble membrana (b). Organismos de membrana delgada y protoplasma
electrondenso (a). Organismos con un area electrontransparente con finas fibrillas en
el centro y una sustancia electrondensa en su periferia. Organismos con la s

de color oscuro en el centro del mismo (b). Se observan hasta 9 organismos por
vacuola (b), y mas de una vacuola por plaqueta (f). Las plaquetas infectadas
seuddpodos (cM= mitocondria , G=granulos alfa, CD = cuerpos densos
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Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa de los productos
de amplificacion de tres volumenes distintos del ADNr 16 S
de Anaplasma platysaislado del plasma rico en plaquetas de
un perro mestizo de 7 meses de edad, infectado de forma
experimental con A. platysMaracay. Canal 1: 1 pL de ADN;
canal 2: 5 pL de ADN; canal 3: 8 pL de ADN; canal 4
control canino negativo; canal 5: control negativo (agua);
canal 6: marcador de peso molecular de ADN de 10000 pb.
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Tabla V. Resultados del diagnostico dénaplasma platysy Ehrlichia canis de los dos aislados obtenidos en Maracay (Aragua),
analizados por observacién morfolégica con microscopio de luz (FCB), microscopia electronica de transmision (MET) y reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR)

Aislado ____Caracteristicas del perro donde se obtuvo el aislado _Anaplasma platys .~ _ Ehrlichia canis _

Origen raza sSexo edad infeccion FCB MET PCR FCB MET PCR
(meses) (%) (%)
primero San Joaquin  Pastor aleman hembra 3 natural 15 nd nd - nd nd
(Carabobo)
primer Maracay Criollo macho 7 experimental 99 + + - nd -
aislado (Aragua)
amplificado

nd: no determinado
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CAPITULO I

Efecto de la inoculacion deéA. platysMaracay sobre la hemostasia en seis Beagles

FASE DE PREINOCULACION

Diagnadstico de A. platys y de E. canis en los seis Beagles
Diagnostico morfoldgico por microscopia de luz (FCB)

Los Beagles utilizados en el presente trabajo fueron diagnosticados como
negativos a anaplasmosis pAr platys por este método, ya que no se observaron
inclusiones en las plaquetas de los Beagles estudiados en la fase de preinoculacion.

Por otra parte, también fueron diagnosticados como negativos a ehrlichidsis por
canis ya que no fueron evidenciadas inclusiones intramonociticas y/o intralinfociticas
en ninguno de los perros estudiados, antes de la inoculacion del aisladgldéys
(Tabla VI).

Diagnadstico de anticuerpos anti A. platys y anti E. canis (IFI)

El diagnéstico anterior fue reforzado por la prueba de IFI, debido a que no se
detectaron anticuerpos amti platysni anticuerpos anti E. canen la sangre de los
animales estudiados antes de la inoculacién del aislado (Tabla VI).

Determinacion de la temperatura Optima de hibridacion de la PCR-anidada

En laFigura 7 se aprecia el gradiente de temperaturas de hibridacion estudiadas:
40, 44, 46, 51, 54, 56, 58 y 60°C para la PCR- anidadA. gdatys En base a este
analisis se selecciono la temperatura de 60 °C como la temperatura O6ptima de
hibridacion para la realizacion de esta PCR.

Determinacion de la sensibilidad de la PCR anidada

La Figura 8 muestra la sensibilidad de la PCR anidada con el par de
cebadores PLATYS y EHR16SRgvidenciandose que la PCR utilizada fue capaz de
detectar ADN deA. platys en una cantidad de 0,78 ng de ADN vy, a juzgar por el
tamafio de la banda, detectaria cantidades menores a ésta. Los productos de
amplificacion de la primera ronda se muestran en la Figura 8A y los fragmentos de ADN

amplificado por PCR en la segunda ronda aparecen en la figura 8B.
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Tabla VI. Resultados del diagndstico diAnaplasma platys Ehrlichia canis en seis Beagles de un afio de edad, previo y
posterior a la inoculacion conA. platysMaracay, analizados por observacion morfolégica con microscopio de
luz (FCB), por presencia de anticuerpos ant\. platysy anti E. canis(IFl) y por PCR

Fase de preinoculacion Fase de postinoculacion
Beagles sexo _Anaplasmaplatys_  _ Ehrlichia canis _ _Anaplasma platys_ __Ehrlichia canis _

FCB IFI PCR FCB IFI PCR FCB IFI PCR FCB IFI PCR
1 macho - - nd - - nd + + + - - -
2 “ - - nd - - nd + + + - - -
3 “ - - nd - - nd + + + - - -
4 “ - - nd - - nd + + + - - -
5 hembra - - nd - - nd + + + - - -
6 macho - - nd - - nd + - + - - -

nd: no determinado
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- 678 pb

Figura 7. Optimizacion de la temperatura de hibridacion de los productos de PCR
del ADN de Anaplasma platydMaracay en gel de agarosa. A) ronda 1 de la PCR
anidada con el par de cebadores 8F/1448R de amplio rango (Familia
Anaplasmataceae B) ronda 2, mostrando los productos con el par de cebadores
especificos paraA. platys (PLATYS/EHR16SR): M marcador de peso molecular,
canal 1: 40°C, Canal 2: 44°C, Canal 3: 46°C, Canal 4: 51°C, Canal 5: 54°C, Canal
6: 56°C, Canal 7: 58°C, Canal 8: 60°C, Canal 9: control positivo a 56°C, Canal 10:
control negativo (agua). pb = pares de base
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M 1 2 3 4 5 6 78 M 1 2 3 4 567 8 9

Figura 8. Sensibilidad de la PCR anidada. A) ronda 1 mostrando los productos de
la PCR anidada de una muestra positiva 8. platys con el par de cebadores
8F/1448R de amplio rango (FamiliaAnaplasmatacegde M marcador de peso
molecular, canal 1: 50 ng, canal 2: 25 ng, canal 3: 12,5 ng, canal 4: 6,25 ng, canal 5:
3,25 ng, canal 6: 1,56 ng, canal 7: 0,78 ng y canal 8 agua. B) ronda 2, mostrando los
productos de la PCR con el par de cebadores especificos pafa platys
(PLATYS/EHR16SR): M marcador de peso molecular, canal 1: 50 ng, canal 2: 25
ng, canal 3: 12,5 ng, canal 4: 6,25 ng, canal 5: 3,25 ng, canal 6: 1,56 ng, canal 7:
1,56 ng (repetido), canal 8: 0,78 ng y canal 9 agua.
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Andlisis de algunas variables de la hemostasia primaria, hemostasia secundaria y
fibrindlisis en los Beagles antes de la inoculacion con A. platys Maracay

Los valores preinoculacion (controles) de las variables estudiadas se reportan en
las mismas tablas que los obtenidos después de la inoculacion, con el fin de poder hacer
las comparaciones pertinentes.

FASE DE POSTINOCULACION

Diagndstico de A. platys y de E. canis en los Beagles infectados experimentalmente
con A. platys Maracay

En la Tabla VI se presentan los resultados (pre y postinoculacion) del diagnéstico
deA. platysy deE. canispor las diferentes técnicas utilizadas: FCB, IFly PCR.
Diagnostico morfologico por microscopia de luz (FCB)

La observaciéon mediante el microscopio de luz de los FCB tefiidos de los
Beagles, durante el tiempo que durd el ensayo (36 dias), revel6 que todos los perros
fueron positivos a la infeccidbn porA. platys (Figura 9). Por otra parte, no se
observaron inclusiones dé. canisen los leucocitos (monocitos o linfocitos), en
ninguno de los seis perros estudiados, durante el tiempo que duré el ensayo.

Diagnostico seroldgico por inmunofluorescencia indirecta (IFI)

Todos los Beagles, excepto el identificado con el numero seis (6), produjeron
anticuerpos anth\. platys en una dilucion >1:160, en la cuarta semana postinoculacién,
esta seroconversion de los perros corrobora la presencia del anaplasma en el in6culo
obtenido en Maracay (Aragua). En cambio, ningin Beagle fue positivo a la prueba de
IFI paraE. canisdespués de la inoculacion del aislado.

Diagnastico por biologia molecular (PCR anidada)

La Figura 10 revela la amplificacion del ADN Aleplatys aislado del PRP
de la sangre recolectada en la segunda y en la cuarta semana post-inoculacion, de los
Beagles, corroborando los resultados positivos a esta rickettsia, obtenidos por las
anteriores técnicas diagndsticas. En la Figura 11A (primera ronda) se observa
amplificacién del ADN deAnaplasma platysEn la segunda ronda (B) no se amplifico
ADN de E. canis en ninguna de las muestras (capa blanca) analizadas por PCR-

anidada par&. canis confirmandose la ausenciaBecanisen todos los Beagles.
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Figura 9. Micrografia optica del frotis de capa blanca tefiido con

Hemacolor, de la sangre de un perro Beagle infectado experimentalmente
con Anaplasma platys Maracay. Se observan mudltiples inclusiones

intraplaquetarias basofilicas compatibles conaplasma platys(x 1000)
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Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa de los
productos de la PCR-anidada de Anaplasma platys
Maracay, amplificados del ADN aislado del PRP de seis
perros Beagles, infectados experimentalmente coA.
platys (22 y 42 semana postinfeccion). A) ronda 1 de la
PCR anidada con los cebadores 8F/1448R, de amplio
rango (Familia Anaplasmataceae B) ronda 2, mostrando
los productos con los cebadores especificos pakaplatys
(PLATYS/EHR16SR).

M: marcador de peso molecular, canales del 1 al 6
contienen el ADN de los perros 1, 2, 3, 4, 5 y 6,
respectivamente, en la segunda semana post-infeccion;
canales 8 al 13 contienen el ADN de los perros 1, 2, 3, 4, 5
y 6 respectivamente, en la cuarta semana post-infeccion
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Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la PCR —
anidada de Ehrlichia canis, amplificados del ADN aislado de la capa
blanca (plaquetas y leucocitos) de seis perros Beagles infectados
experimentalmente conA. platysMaracay en la 4 semana postinfeccion.
A= Ronda 1 con el par de cebadores de amplio rango (Familia
Anaplasmatacede ECB/ECC. B = Ronda2con el par de cebadores
especifico paraE. canis (CANIS/HE3). Canales del 1 al 6 contienen el
ADN proveniente de los Beagles del 1 al 6 respectivamente, canal 7:
control positivo (5 pL de ADN de la sangre de un perro infectado coB.
canis) canal 8: control positivo (1 uL de ADN de células de cultivo
infectadas conE. canis), canal 9: control negativo (agua), canal M:
marcador 1kb.
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Comparacion de la secuencia del ADNr 16S de A. platys Maracay con las secuencias
publicadas en el Banco de Genes

El resultado del andlisis de la secuencia parcial de nucleotidos del gen ARNr 16S
de A. platysMaracay, aislado del PRP de uno de los Beagles infectados, evidencia que
tiene un 99,8 % de similitud con varias cepa®\dplatysalmacenadas en el GenBank.
Ademéas al comparar la secuencia parcial del gen ARNr 16S de la cepa Maracay con la
secuenciade A. platysde las cepas venezolanas registradas (Tabla VII), pudo
observarse qué. platysMaracaydiscrepo deA. platysVenezuela (n° AF287153del
GenBank) en el nucleodtido ubicado en la posicion 115, siendo T en lugar de C. Asi
mismo, A. platys Maracay difiri6 de A. platysLara (n° AF399917 del GenBank),
también en un solo nucledtido, en la posicion 144, que fue A en lugar de G (Anexo 1).
Andlisis filogenético de A. platys Maracay

El analisis filogenético mostr6 qué. platys Maracay estd estrechamente
relacionada con la cepa de platys registrada en el Banco de Genes bajo el nimero de
acceso: AF287153 de Venezuela (281), asi como con otras cepas descritas en el mundo:
EUA (M82801), Okinawa 1-Japdén (AF536828), Okinawa—Japon (AY077619), Francia
(AF303467) y China (AF156784), como se muestra en el arbol filogenético (Figura 12).
Efecto de la inoculacién de A. platys Maracay
Patogénesis de la infeccion por A. platys Maracay

El seguimiento del curso de la infeccion postinoculacién del aisladptiysen
los seis Beagles, mediante la observacion de los FCB, reveld que todos los perros
fueron positivos &. platys manifestando, una infeccion ciclica, con periodos alternos
de bacteriemia y de recuperacion.

El porcentaje de bacteriemia representado por el nimero de plaquetas infectadas
con A. platys fue registrado durante un periodo de observacién de hasta 36 dias en
algunos de los animales. Los lapsos de tiempo correspondientes al periodo de
incubacion, picos de bacteriemia y periodos de recuperacion difirieron para cada animal.
Los porcentajes de bacteriemia obtenidos en los diferentes dias postinoculacion (DPI) de
los seis Beagles fueron promediados y se presentan en la Figura 13.

En la Tabla VIl se presentan los rangos obtenidos de los porcentajes de plaquetas
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Tabla VII. Comparacion de la secuencia del ADNr 16S de la cepA.
platys Maracay (616 nucleotidos) con las secuencias del
ADNr 16S de las cepa#. platysVenezuela yA. platysLara

cepas NUumero de acceso  posicién del nucleétido en que
venezolanas de del GenBank difieren las cepas:
A. platys 115 144
Maracay @ ----- T A
Venezuela AF287153 C °
Lara AF399917 ) G

La secuencia dé\. platys Maracay fue utilizada como referencia para las

posiciones de los nucleétidos.
El simbolo e indica base idéntica a la cepa de referencia (nucleotido

conservado)

99



AF287153 Anaplasma platys- Venezuela
L‘ Anaplasma platydvlaracay isolate

M82801.1|EHRRG16S Ehrlichia platys
0i|33331026|gb|AF536828.1| Anaplasma
AY077619.1| Anaplasma platys isolate

AF303467.1| Anaplasma platys

AF156784.1| Ehrlichia platys

‘ AF536828.1| Anaplasma platys strain Okinawa
| DQ342324.1| Anaplasma phagocytophilum strain Jilin-

AF414873.1| Anaplasma marginale strain Veld from South

—

I- AF414869.1| Anaplasma centrale from South Africa from R.

L AF414870.1| Anaplasma ovis isolate OVI from South
AB196302.1]| Ehrlichia
ECU23503 Ehrlichia chaffeensis
EEU96436 Ehrlichia ewingii strain 95E9-
] M73226.1|EHRRRNAJ Ehrlichia
L I M73221.1|EHRRRNAE Ehrlichia canis

AF373613 Ehrlichia canis isolate

AY394465.1| Ehrlichia
ESU54805 Ehrlichia sp. strain
AF162860 Ehrlichia

JM73219.1|EHRRRNAA Ehrlichia sennetsu

Figura 12. Arbol filogenético basado en el ADNr 16S dénaplasmay
Ehrlichia. Secuencias de los génerogkhrlichia y Anaplasma fueron
comparadas con el método Neighbor-Joining (NJ) operado mediante el
programa MEGA (Kumaret al) (172).En el lado izquierdo de cada cepa se
muestra el nimero de acceso en el GenBank. Se utilizé&hrlichia sennetsy
ahora Neorickettsia sennetskwomo el grupo externo. Se observa la estrecha
relacion filogenética entreA. platysMaracay con la cepaA. platysVenezuela
y con otras cepas dé. platysde otros paises.
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Figura 13. Curso de la infeccién experimental poAnaplasma platydviaracay en
seis Beagles de un afio de eddein la ordenada se presenta la bacteriemia (% de
plaguetas infectadas). En la abscisa estan representados los dias postinoculacion
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Tabla VIII. Categorizacion del curso de la infeccion experimental provocada
con la inoculacion deAnaplasma platydVaracay, en seis Beagles
de 1 afo de edad, diagnosticada morfolégicamente por

microscopia de luz (frotis de capa blanca)

curso de la infeccion n % de bacteriemia  dias postinoculacion
1° pico 6 15- 38 4-12

12 recuperacion 6 0-0,5 8-15

2° pico 6 1-9 11-19

22 recuperacion 6 0-0,3 15-23

3° pico 4 2-14 24 - 33

promedios de bacteriemia = % de plaquetas infectadas
picos de bacteriemia = % de bacteriemih
recuperaciones de la infeccion = % de plaquetas infecta@ads
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infectadas (bacteriemia) y sus respectivos DPI, de los seis Beagles estudiados,
clasificando el curso de la infeccion en periodos de bacteriemia y en periodos de
recuperacion. Durante el periodo de tiempo estudiado, se presentaron tres picos de
bacteriemia en los perros 1, 2, 4 y 5 y solo dos picos en los perros 3 y 6. Después de
cada periodo de bacteriemia pudo apreciarse un periodo de recuperacion, definido éste
por un porcentaje menor de 0,5 % de plaquetas infectadas. Inmediatamente después
de alcanzada la maxima bacteriemia, disminuye el porcentaje de plaquetas infectadas
hasta valores cercanos al 0% (periodo de recuperacion), extendiéndose entre 3 y 10 dias,
para volver a iniciar otro periodo de bacteriemia. EIl primer pico de bacteriemia fue
mayor que el segundo y tercer pico.

Variables indicadoras de la infeccion aguda por Anaplasma platys Maracay:
Hematocrito, recuento de plaquetas y temperatura corporal

Estas variables fueron medidas frecuentemente durante el transcurso de la
infeccion, sirviendo de esta manera para monitorear los picos de infeccidn atys
y, asi poder extraer de los Beagles la cantidad de sangre requerida para la evaluacion del
resto de las variables contempladas en los objetivos del trabajo.

En la Figura 14 se presentan los valores promedio del hemavecsits
bacteriemia de los seis perros durante los 36 dias del periodo de observacion. En ella
puede observarse de forma ilustrativa como flucta el valor del hematocrito durante
todo el tiempo en que se estudié la infeccién. El hematocrito baja drasticamente durante
el curso de los tres picos de bacteriemia y sube en los periodos de recuperacion.

En la Figura 15 se presenta el recuento de plaguetassbacteriemia en el
curso de la infeccion, pudiendo observarse que a medida que aumenta el porcentaje de
plaquetas infectadas, l6gicamente disminuye el numero de plaguetas, alcanzando una
dramética reduccidon cuando se llega al porcentaje maximo de plaquetas infectadas. El
namero de plaguetas registrado en los tres picos de infeccion llega a valores menores de
50.000 plaquetas /uL. En los periodos de recuperacion hay un aumento del nUmero de
plaguetas, pudiendo llegar a alcanzar el valor preinoculacion e incluso superarlo, como
ocurrio en los perros 1, 2, 4y 5, o por el contrario, no pudiendo regresar a este valor
basal, como es el caso de los perros 3y 6.

La temperatura corporal en el transcurso de la infeccion se reporta en la Figura 16,
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Figura 14. Efecto de la inoculacion deAnaplasma platysMaracay
sobre el hematocrito de seis Beagles de un afio de edad. En la abscisa
se presentan los dias postinoculaciém.= bacteriemiah = hematocrito
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Figura 15. Efecto de la inoculacion deAnaplasma platys
Maracay sobre el recuento de plaquetas en seis Beagles de un
afio de edad. En la abscisa se presentan los dias
postinoculacion.m = bacteriemiaA = recuento de plaguetas
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Figura 16. Efecto de la inoculacién deAnaplasma platydMaracay sobre la temperatura
corporal en seis Beagles de un afilo de edad. En la abscisa se presentan los dias
postinoculacion.m = bacteriemia A = temperatura
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incrementandose en cada pico de bacteriemia. Todos los perros presentaron temperaturas
rectales moderadamente elevadas (39,1-39,9) en el primer pico de bacteriemia,
descendiendo ésta al disminuir el nUmero de plaquetas infectadas. En los otros dos picos
de bacteriemia el aumento de temperatura fue menor en comparacion con el primero.
Evaluacion morfolégica de las células en los frotis sanguineos de los Beagles

Después de la inoculacion cAnplatys durante todo el transcurso de la infeccién,
en especial en los picos de bacteriemia, pudieron ser observadas, en los FCB, células
sanguineas con las siguientes caracteristicas: monocitos con vacuolas, seudépodos y
citoplasma azul intenso, asi como monocitos fagocitando eritrocitos (eritrofagocitosis).
En cuanto a los linfocitos, presentaron algunos de ellos el citoplasma tefiido de azul
intenso. No se observaron morulas en ninguno de los diferentes tipos de leucocitos
examinados. Fueron evidenciadas células reticulares, algunas veces con eritrocitos y
plaquetas atrapadas.

En cuanto a las plaguetas, su tamafo fue variado, desde macroplaquetas, que
podian alcanzar el tamafio del eritrocito, hasta microplaquetas. El citoplasma de algunas
de las plaquetas contenia una o mas inclusiones. Fueron observadas plaguetas con los
granulos dispuestos en la periferia, tomando una forma anular. En cuanto a las plaguetas,
se observd en todos los Beagles inoculadosAcoplatys,durante e inmediatamente
después de los picos de bacteriemia, coincidente con la trombocitopenia, entre un 5 a un
30 % de macroplaquetas, llegando a alcanzar algunas el tamafio de los eritrocitos
(macrotrombocitosis), asi como también aumento del nUmero de microplaquetas.

Efecto de A. platys Maracay sobre algunas variables hematologicas

Los resultados de las variables hematologicas: hematocrito, hemoglobina, CHCM,
leucocitos y formula diferencial se muestran en la Tabla IX. Los valores presentados en
esta tabla para cada una de las variables, representan el promedio de los resultados
obtenidos para los seis Beagles, durante el curso de la infeccién experimental.
Hematocrito

Hubo un descenso significativo (p< 0,05) del hematocrito en los dos primeros
picos de bacteriemia al compararlos con el valor preinoculacion, asi como también con
los valores obtenidos después de cada pico. EI hematocrito alcanz6 un valor

semejante al obtenido en la preinoculacién después del segundo pico de bacteriemia
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Tabla IX. Efecto de la inoculacion experimental deAnaplasma platydMaracay sobre las variables hematoldgicas en seis perros
Beagles de un afio de edad

n curso bact hematocrito hemoglobina CHCM leucocitos S L E M

(dias) (%) (%) (g/dL) (g/dL) (x 103/pL) (x 103/uL)
6 preinoc 0 48+1a 17+0a 34+1lab 11,1 +1,1a 6,7+03a 38+0,3a 04+0,1a 0,3+0,1a
6 4-12 15-38 36x2c 13+0b 35+1lab 83+13a 51+05a 23+0,4a 0,0+0,0a 0,440,
6 8-15 0-0,5 43+1Db 16+1a 37+2a 125+19a 7,0x05a 4,8+0,5a 0,4+0,la (@5la
6 11-19 1-9 38+x1c 13+1b 34+1lab 93+13a 55+0,1a 3,3+04a 0,3+0,la 0,240,
6 15-23 0-0,3 48+1a 16+1a 33+0b 11,2+08a 6,9+02a 3,3+0,3a 0,4+0,2a (Qgla

S= segmentados, L= linfocitos, E= eosindfilos, M= monocitos

curso = curso de la infeccién, preinoc = preinoculacion, bact = bacteriemia
Promedio + error estandar

a, b, c = letras diferentes equivalen a diferencias significativas (p< 0,05)
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Hemoglobina

La concentracién de hemoglobina descendié significativamente (p <0,05) en los
dos primeros picos de bacteriemia cAn platys. Los resultados obtenidos en las
recuperaciones se asemejaron al valor de hemoglobina  preinoculacién. La
concentracion de hemoglobina obtenida en los dos picos de infeccion también fue
significativamente menor que la observada en los dos periodos de recuperacion.
CHCM

No se observaron diferencias entre el valor preinoculacién (valor control) y los
valores obtenidos a lo largo de la infecciobn por platys Solo se evidenciaron
diferencias significativas entre el valor de CHCM obtenido en la recuperacion del primer
pico de bacteriemia y el periodo de recuperacion del segundo pico de bacteriemia,
siendo este ultimo significativamente menor.
Leucocitos

Se apreciaron disminuciones no significativas en el nimero de leucocitos en todos
los picos de bacteriemia, al compararse con el valor obtenido en la fase de
preinoculacion, asi como en los obtenidos en las dos recuperaciones.
Recuento diferencial de leucocitos

Hubo descensos no significativos de los segmentados y de los linfocitos en los dos
primeros picos de infeccion.
Efecto de A. platys Maracay sobre algunas variables de la Hemostasia Primaria

Los resultados de las variables de la hemostasia primaria obtenidos aparecen en la
Tabla X. Los valores presentados en esta tabla para cada una de las variables,
representan el promedio de los resultados obtenidos para los seis Beagles durante el
curso de la infeccion experimental.
Recuento de plaquetas

El ndmero de plaguetas descendio significativamente en los dos picos de
bacteriemia (p<0,05) al compararlos con el valor inicial. Como puede observarse en la
Figura 15, inmediatamente después de cada valor maximo de bacteriemia el nimero de
plaguetas continué descendiendo, llegando a ser inferior a 50.000 plaquetas/uL.
Agregacion plaquetaria

La agregacion plaquetaria disminuyo significativamente (p<0,05) en los dos

109



Tabla X. Efecto de la inoculacion experimental dénaplasma platysMaracay sobre el recuento plaquetario y la funcion
plaguetaria en seis perros Beagles de un afio de edad

n curso bact plaquetas Agregacion A L P Secrecion de ATP
colageno colageno trombina colageno trombina
5pg/mL 5pg/mL 1U/mL 5pg/mL 1U/mL
dias % x 10%/uL Q mn? minutos Q/minuto  ____nmolesde ATP ___ _ umoles ATPM@aquetas_

6 preinoc 0 325 + 25a 12 + 0a 25+3a 3+0a 8zx0a 1,0+0,1&+0,1a 0,6+0,1a 1,2+0,2a
6 4-12 15-38 153 +33b 04+2c 10+5a 6+la 3+la 04+xOB®+0,2c 0,7+0,la 1,2 +0,2a
6 8-15 0-0,5 228+43ab 10+1ab 33+x6a 4+la 7xla 09+0,2a 1&+@B=+0,2a 1,4+0,1a
5 11-19 1-9 170x64b 06+2bc 25+15a 5+2a 7x3a 04x@+0,2bc 0,7+0,1a 1,1+0,2a

curso = dias postinoculacién, preinoc = preinoculacion, bact = bacteriemia
A,L,P = area, latencia y pendiente de la curva de agregacion plaquetaria
promedio + error estandar

a,b,c = letras diferentes equivalen a diferencias significativas (p<0,05)
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primeros picos de infeccibn al compararlos con el valor de preinoculacién. El
resultado obtenido en la recuperacion después del primer pico de infeccion se asemejo al
valor preinoculacion. El valor de agregacion obtenido en el primer pico de infeccion
también fue significativamente menor que el observado en el periodo de recuperacion
posterior. Este comportamiento similar entre el recuento plaquetario y la agregacion
plaquetaria durante el curso de la infeccion con esta rickettsia queda reflejado en la
figura 17.

Caracteristicas de la curva de agregacion plaquetaria (area bajo la curva, tiempo de
latencia y pendiente)

A pesar de que pudo apreciarse en el primer pico de infeccidbn una disminucion,
tanto del area bajo la curva, como de la pendiente de la curva de agregacion plaquetaria,
asi como también un aumento del tiempo necesario para que las plaguetas se adhieran a
las fibras de coldgeno (tiempo de latencia), estas variaciones no llegaron a ser
estadisticamente significativas.

Secrecion de ATP por las plaguetas

Se observé una disminucién significativa (p<0,05) de la secrecion plaquetaria de
ATP inducida por el colageno en los dos picos de bacteriemia, tanto al compararlos con
el valor de preinoculacion, como con el obtenido en la recuperacion del primer pico de
infeccion.

En cuanto a la secrecion inducida por la trombina, disminuyé (p<0,05) en el
primer pico de bacteriemia al compararse con el valor preinoculacion y también con el
valor obtenido en la recuperacion después del primer pico de infeccion. Mientras que el
descenso de la secrecion plaquetaria obtenido en el segundo pico solo fue significativo al
compararlo con el valor preinoculacion.

Sin embargo, cuando los valores de secrecion de ATP fueron corregidos por el
namero de plaguetas, desaparecieron las disminuciones significativas en los picos de
bacteriemia, para cualquiera de los dos inductores utilizados.

Factor VWAg

No se observaron diferencias significativas en el FYW entre los valores obtenidos
antes de la inoculacion del aisladoAlelatysy los valores del primer pico de infeccion
(Tabla XI).
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Tabla XlI. Efecto de la inoculacion experimental conAnaplasma platysMaracay sobre la concentracion de

fibrinbgeno, el tiempo de protrombina (TP), el tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPa), el
factor von Willebrand (FYWAQ) y el Factor Xlll (FXIII) en Beagles de un afio de edad

n DPI bacteriemia  fibrinbgeno n TP TTPa FVWAg FXIII
(dias) (%) (mg/dL) (segundos) (segundos) (%)

6  preinoculacion 0 219+14 a 6 10,7+0,7a 12,3+0,3a 51+2a Presente

6 4-12 15-38 329+19b 6 12,1 +0,8a 12,7 £ 0,6a 44 + 2a “

6 8-15 0-0,5 270 £ 26 ab 5 11,4 +0,7a 12,6 £ 0,4a nd “

6 11-19 1-9 293+ 19 ab 6 11,3+1,0a 13,1+ 0,5a nd “

5 15-23 0-0,3 209+ 20 a 5 10,4 +1,2a 12,7 £ 0,5a nd “

DPI = dias postinoculacién
Promedio #* error estandar

a, b = letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05)
nd = no determinado
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Efecto de A. platys Maracay sobre algunas variables de la hemostasia secundaria

Los resultados de las variables de la hemostasia secundaria obtenidos aparecen en
la Tabla XI. Los valores presentados en esta tabla para cada una de las variables,
representan el promedio de los resultados obtenidos para los seis Beagles, durante el
curso de la infeccidn experimental.

Concentracion de fibrinbgeno

Aumenté en los picos de bacteriemia, siendo solamente significativo este aumento
en el primero de ellos, cuando se compara, tanto con el valor inicial como con el valor
obtenido en el segundo periodo de recuperacion de la bacteriemia.

Tiempo de protrombina (TP) y tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPa)

Los tiempos de coagulacion TP y TTPa aparentemente no fueron afectados por la
infeccion conA. platys
Factor XIlI

El FXIIlI estuvo presente en los perros durante todo el transcurso del periodo de
infeccién observado, por lo que no pareciera que fuera afectado por esta rickettsia.
Efecto de A. platys Maracay sobre algunas variables de la Fibrinolisis

Los resultados de la fibrindlisis aparecen en la Tabla Xll. Los valores presentados
en esta tabla representan el promedio obtenido para todos los Beagles durante la
infeccion experimental.

Determinacion semicuantitativa del dimero D (producto de degradacion de la fibrina)

No se observaron niveles aumentados del dimero D durante el curso de la
infeccion conA. platys encontrandose dentro de los niveles normales para perros
(menores a 450 ng/mL.)

Tiempo de lisis del coagulo de euglobulina

Tampoco fueron evidenciadas diferencias en la lisis del codgulo de euglobulina,
entre el valor obtenido en la preinoculaciéon y aquellos obtenidos en la postinoculacion.
Todos los coagulos se mantuvieron firmes en las tres horas de observacion.

Efecto de A. platys Maracay sobre los niveles séricos de anticuerpos IgG asociados a
plaguetas (IgGAP)

La elevacion del porcentaje de la fluorescencia corresponde al aumento de

plaguetas recubiertas con IgG capaz de unirse a la superficie plaquetaria (IgGAP). En
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Tabla Xll. Efecto de la inoculacién experimental co\naplasma platysMaracay
sobre algunas variables de la fibrindlisis (dimero D y tiempo de
lisis del coagulo de euglobulina) en Beagles de un afio de edad

n curso de la infeccién bacteriemia dimero D lisis del coagulo de
euglobulina

(dias) (%) (ng/mL) (minutos)

6 preinoculacion 0 <200 > 180

6 4-12 15-38 “ “

6 8-15 0-0,5 “ “

6 11-19 1-9 “ “

5 15-23 0-0,3 “ “
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la Tabla XllI se muestran los resultados del analisis de la deteccién de anticuerpos
capaces de unirse a las plaquetas circulantes en los sueros de los Beagles infectados con
A. platysde los seis animales evaluados, al ensayar los sueros obtenidos en las semanas
dos y cuatro de la infeccion, con excepcién del Beagle 2, al cual se le realiz6 el ensayo
solo en la semana cuatro postinoculacion.

Los resultados postinoculacion evidenciaron una fuerte sefial de fluorescencia en
comparacion con el correspondiente control negativo (preinoculacion). La elevacion del
porcentaje de fluorescencia corresponde al aumento de plaquetas recubiertas con IgG
capaz de unirse a la superficie plaquetaria. Por otro lado, el nimero de plaquetas en
sangre estuvo en un valor normal (200.000-400.000/uL) para los perros 1,2 y 5, en
cambio para el perro 6 el nimero de plaquetas fue de 15.000/uL. La bacteriemia de los
cuatro animales mencionados, para cuando alcanzaron este incremento de IgGAP, fue
de 0% para los perros 1y 2, yde 0,6 y 2 % para los perros 5 y 6 respectivamente. Los
perros 3 y 4, sin embargo, no mostraron este incremento en el porcentaje de IgGAP
después de la inoculacion.

En la segunda semana postinoculacion, donde los animales alcanzaron un
porcentaje alto de plaquetas infectadas, no se observé aumento de los niveles de IgGAP
en los seis animales para los DPI estudiados. En la Figura 18 se muestran los resultados
obtenidos de los controles y en la Figura 19 se observan los resultados de la medicidon
por citometria de flujo de los anticuerpos antiplaquetarios circulantes en el suero de tres
de los animales infectados. Los niveles de IgGAP en los Beagles 1, 2, 5 y 6 aumentaron
hasta seis veces, en comparacion con su valor de preinoculacion (dia 0), este aumento
ocurrio en la cuarta semana post-inoculacion para los cuatro perros. En la figura 20
puede observarse que en el pico maximo de bacteriemia, como valor promedio de los
seis animales, los niveles del valor promedio de IgGAP son bajos, posterior a la maxima
parasitemia aparece el pico maximo de los valores promedio de IgGAP, en este

momento ya la bacteriemia era baja.
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Tabla XIll. Efecto de la inoculacion conAnaplasma platydMaracay sobre
los niveles séricos de 1gG asociada a plagueta (IgGAP)
(determinado por citometria de flujo) y sobre el recuento de
plaguetas en seis Beagles de un afio de edad

Beagles curso bacteriemia plaguetas IgGAP
(dias) (%) x 103/uL (%)
1 0 0 407 9
13 7 125 4
26 1 6 7
30 0 180 50
2 0 0 378 16
25 0 265 85
3 0 0 297 7
12 40 125 1
17 0 4 2
28 1 1 1
4 0 0 235 5
16 12 30 7
28 10 190 12
5 0 0 333 10
19 6 34 12
26 0,6 360 4
31 0,6 240 31
6 0 0 300 16
12 0,5 227 16
16 1 5 17
28 2 15 90

117



= Plaquetas Caninas 2
=7 g = _
3 e Control Isotipo
= 2
"= R1 <
— 3 2 u>
Teu - =%
o Se
o — 3 <>
o 3 e
—_— ~
=7 -
. =
"= A 10Y 10" 10¢ 10° 109
10? 107 10f 107 109 Rabbitt IgGFITC
FScH B

A

Plaquetas Caninas.

2 Plaquetas Caninas 2
E re Control positivo
Control negativo o
S b=y
" > . =
s 3
o2 s
& =
e e
10° 10" 10% 10° 109 10° 10" 107 10° 109
suero fanti-lgG-FITC 1450 suero Paclanti-lgGFITC 1/50
C D

Figura 18. Histogramas de controles de sueros positivos y sueros negativos. A) dot plot de
plaguetas de un perro sano. Se muestra la distribuciéon del tamafio de plaquetas no
tefiidas, basada en las propiedades de la luz dispersada hacia delante (FSC-H, tamafo) y
lateral o en angulo recto (SSC-H, complejidad). La regiéon 1 (R1) representa la ventana o
region que define las plaquetas e histogramas de los controles. B) control isotipo muestra
plaguetas incubadas con IgG de conejo conjugada con FITC. C) control negativo,
plaguetas de un canino sano incubadas con suero de un canino sano y anti-lgG canina
conjugada con FITC. D) control positivo (plaquetas de un canino sano incubadas con
suero que contenia anticuerpos antiplaquetas, perteneciente a un canino con
trombocitopenia)
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Figura 19. Histogramas de tres perros infectados experimentalmente cén platys
Maracay, con un alto porcentaje de plaquetas recubiertas con IgG (% de IgGAP).
El histograma de fondo relleno indica el control isotipo.
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DISCUSION DE RESULTADOS
CAPITULO |

Obtencion del indculo de Anaplasma platy$aracay

a partir de perros infectados con esta rickettsia

Caracteristicas del in6culo

El in6culo consisti6 en una suspension de un plasma rico en plaquetas (PRP)
perteneciente a un canino que mostraba signos clinicos consistentes con infeccion
adquirida naturalmente debidaAaaplasma platysLa observacion bajo microscopio de
luz de los FCB permitié evidenciar la presencia de inclusiones basofilicas en el interior
de las plaquetas del indculo, siendo las caracteristicas morfolégicas y de tincion de
estas inclusiones fuertemente sugerentes de positividaglatys ademas de ser este
microorganismo el unico conocido que infecta a las plaquetas de caninos.

El andlisis de las inclusiones plaquetarias, mediante microscopia electronica de
transmision (MET), revel6 una morfologia ultraestructural tipica de un organismo
rickettsial, similar &. platys como se deduce de las micrografias electronicas tomadas
a los organismos en el interior de las vacuolas, dentro de las plaquetas caninas (Figura
5). La presencia de doble membrana en estos cuerpos de inclusion residiendo en
vacuolas es caracteristica de un organismo rickettsial (84,120) coma Iplatys y
por tanto es uno de los criterios clave para su identificacion.

Las caracteristicas morfologicas ultraestructurales de los microorganismos
observados en el presente trabajo se asemejan a las reportadas por otros autores. Las
formas (redondas, ovaladas y arriionadas) (10, 14, 101, 130, 201), estando la forma de
frijol (arriionada) asociada al proceso de division del microorganismo (14, 130, 222).
Aunque el tamafio de la mayoria de los microorganismos se encontré dentro del rango
reportado (0,45 a 1,55 pm de diametro) (14) y (0,35 a 1,25 um de didmetro) (130),
algunos llegaron a alcanzar el doble de tamafio (3,3 um). Presencia de mdltiples (9)

organismos dentro de una vacuola, similar a otros autores (14). Existencia de una matriz
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fibrilar en el centro de algunos cuerpos anaplasmales (14). Mas de una vacuola dentro del
citoplasma de una misma plaqueta, siendo el interior de estas vacuolas de aspecto claro.
Todas estas caracteristicas del microorganismo encontrado en el inéculo junto a la
localizacion intraplaquetaria del mismo permiten identificarlo cmalatys.

Hasta la fecha, los estudios de la ultraestructura de las inclusiones observadas en el
interior de las plaquetas de caninos han sido realizados en Venezuela porefAiahga
(10, 14) en Maracaibo (Estado Zulia) y por Oviedo (222) en Maracay (Estado Aragua).
Por tanto, el presente estudio corresponderia al tercero existente en el pais que aporta
datos ultraestructurales de las inclusiones observadas en las plaquetas de caninos
infectados con una cepa localAleplatys

También pudo ser confirmada la presenciaAdeplatysen este inoculo por la
técnica molecular de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). El inGculo preparado
a partir del perro mestizo infectado experimentalmente Aonplatys (99% de
bacteriemia) fue positivo por PCR para este microorganismo, detectandose un producto
de PCR esperado de aproximadamente 678 pares de bases (pb) de longitud. La prueba de
PCR y la confirmacion por el andlisis de la secuencia de los productos amplificados
(amplicones), se considera la prueba de diagnostico mas fiablé\ pplatyshasta la

fecha (149), siendo utilizada por muchos investigadores.
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CAPITULO II

Efecto de la inoculacion deA. platysMaracay sobre la hemostasia en seis Beagles
FASE DE PREINOCULACION

Diagnostico de A. platys y de E. canis en los seis Beagles antes de la inoculacion

Previo a la inoculacion cof. platysMaracaylos Beagles utilizados en el presente
trabajo fueron diagnosticados como negativoé. gplatys ya que no se observaron
inclusiones en el interior de sus plaquetas y tampoco fueron detectados anticuefos anti
platysen el suero de estos animales.

Asi mismo, estos perros fueron diagnosticados como negatiosanis ya que
no fueron evidenciadas inclusiones intramonociticas y/o intralinfociticas en su sangre y
también debido a la ausencia de anticuerpos anti E.@amissuero de los animales.

Por este motivo, los resultados obtenidos en el andlisis de las diferentes variables
estudiadas, en la fase de preinoculacion, pudieron ser utilizados como control para
compararlos con los resultados obtenidos en la fase de postinoculacion, durante el
transcurso de la etapa aguda de esta infeccidon, aproximadamente de un mes de duracion.

En esta fase de preinoculacion también pudo ser optimizada la técnica de PCR
anidada, concluyéndose por los analisis efectuados, que la temperatura Optima para su
realizacion era la de 60°C. También se evidencio la alta sensibilidad de esta técnica, ya
gue pudo detectar cantidades hasta de 0,78 ng de ADN vy, a juzgar por el tamafio de
la banda, pareciera que pudiera detectar cantidades menores a ésta. Por este motivo se
toma la decisidn de utilizar la técnica de PCR anidada para los diagnésticoglalsysy
deE. canisde los Beagles durante la fase de postinoculacion.

Variables hematoldgicas, hemostéticas y de la fibrindlisis

Los valores de hematocrito, hemoglobina, CHCM y recuento de leucocitos en los
Beagles obtenidos antes de la inoculacion (Tabla 1X) se encontraron dentro del rango
reportado como normal para esta especie (Tabla I). En cuanto a la morfologia de estas
células, pudo observarse que previo a la inoculacién con el microorganismo anaplasmal,
se correspondia con las caracteristicas sefialadas para su especie (258). También el

recuento de plaquetas (Tabla X) se encontrd dentro del rango normal para esta especie.
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Se decidi6 realizar la agregacion plaquetaria en sangre total, ya que, debido a los
altos hematocritos de los Beagles, se dificultaba obtener suficiente cantidad de PRP libre
de eritrocitos; ademas previendo que la trombocitopenia caracteristica de la infeccién con
A. platysdificultara la obtencion del PRP y la medicion de la agregacion plaguetaria.

Se realizaron ensayos de agregacion plaguetaria en sangre total, utilizando como
inductores al ADP (25 y 50 uM), vy al &cido araquidénico (AA) (0,5 y 1 mM), no
observandose respuesta consistente con ninguno de ellos en los animales. Aparentemente
el uso de ADP como agente agregante por el método electronico en sangre completa de
perros es de valor limitado (146), posiblemente debido a un menor contacto plaqueta-
plagueta en presencia de eritrocitos. En perros se ha observado en PRP una respuesta de
las plaquetas al AA altamente variable, no responden, agregan reversiblemente o
irreversiblemente. Jutnet al (156) tampoco observaron agregacion con AA en ninguno
de los 24 perros pastor aleman evaluados.

Los desalentadores resultados obtenidos con estos agregantes, llevaron a realizar la
agregacion plaquetaria utilizando colageno como agente agregante, el cual dié respuestas
consistentes en los animales. Los valores de agregacion con coldgeno y de secrecion con
coladgeno y con trombina, en sangre total, antes de la inoculacidn ptetys(Tabla X)
se encuentran dentro de lo reportado en perros sanos (Tabla I).

En cuanto al Factor Von Willebrand, los resultados preinoculacién obtenidos en los
perros del presente estudio tuvieron un valor promedio de 51% (Tabla XI), el cual se
encuentra comprendido dentro del limite de lo normal en perros, reportado por Brooks
(41) (Tabla I), siendo considerados por este autor como indefinidos, con muy bajo riesgo
de expresar la enfermedad de Von Willebrand, teniendo los perfiles hemostaticos
secundarios normales (218). Este hecho fue un hallazgo accidental, ya que los Beagles
nunca presentaron sintomatologia de EvW, ademas no son una de las razas reportadas con
alta prevalencia de esta enfermedad (43, 111, 291).

La ausencia de hemorragias superficiales (petequias, epistaxis), inclusive cuando,
por motivo de la infeccion coA. platys presentaron trombocitopenias severas, apoya el
bajo riesgo de expresar la enfermedad de von Willebrand en los Beagles del presente

estudio. Lo anterior esta de acuerdo con el TTPa obtenido (Tabla Xl), que estuvo dentro
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del rango normal para esta especie (Tabla I). En todo caso, se sabe que el contenido de
FvW en el endotelio es normal en perros con enfermedad de von Willebrand (205, 206)
pudiéndose, por tanto, utilizar animales con esta enfermedad para evidenciar dafio
endotelial, que era la finalidad de la valoracion de esta prueba.

El valor medio basal (preinoculaciéon) del TP (Tabla XlI) estuvo ligeramente
alargado (10,7 s), segun el rango de valores de referencia (Tabla I). Al analizar los
valores individualmente (crudos) se puede observar que los Beagles 2 y 5, los cuales eran
hermanos entre si, tienen valores normales de TP (7,5 a 8,9 s), mientras que los Beagles
1, 3, 4 y 6 hermanos entre si, pero de padres diferentes a los anteriores, fueron los que
presentaron valores ligeramente alargados del TP (11,7 a 12,9 s).

Debido a que el TTPa de los animales se encontr6 dentro de los valores de
referencia para los perros, podria pensarse en una ligera deficiencia del Factor VII, ya que
no se han reportado en animales deficiencias del factor tisular (114). Recientemente ha
sido identificada la mutacion autosomica recesiva causante de la deficiencia de FVII en
los Beagles (47). Los animales heterocigotos para esta mutacion tienen una coagulacion
normal y no presentan riesgo de hemorragia (fenotipo asintoméatico).

A los cuatro Beagles afectados del presente trabajo no les fue realizada la prueba
gue detecta esta mutacion, pero el hecho de que no hayan presentado hemorragias,
inclusive en los episodios trombocitopénicos, sumado a sus valores de TP, que, aunque
alargados (11,7 a 12,9 s) estuvieron por debajo del rango reportado (13 a 18 s) en perros
Beagles deficientes en FVII con fenotipo asintomatico (47), hace especular que la
deficiencia del FVII en los cuatro Beagles fue leve.

Por otra parte los niveles del factor | (fibrinbgeno) de los perros antes de la
inoculacion (Tabla XI) también se encontraron dentro de los valores de referencia (Tabla
). Ademaés, fue observada presencia del FXIIl en los Beagles del presente estudio antes
de la inoculacion, lo cual coincide con la literatura consultada, en donde hasta la fecha no
se ha reportado deficiencia de FXIll en animales (90). ElI FXIll fue medido
cualitativamente por la prueba de solubilidad en urea. Aunque la sensibilidad de esta
prueba es escasa para detectar deficiencia de Factor XllI, sin embargo fue de utilidad
para el presente trabajo, ya que permite detectar a aquellos pacientes con riesgo de

desarrollar complicaciones hemorragicas. Por lo anterior, se puede concluir que los
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Beagles utilizados en el presente trabajo no tenian riesgo de desarrollar complicaciones
hemorragicas. En cuanto al sistema fibrinolitico, pudo ser observado que los niveles
plasmaticos de dimero-D de fibrina en las muestras de los perros preinoculacion (menores
de 200 ng/mL) (Tabla XII) se encuentran dentro del rango reportado como normal para
perros sanos (Tabla I). Ademas el tiempo de lisis del coagulo de euglobulina (TLE)
(Tabla XII) se mantuvo por mas de tres horas (periodo de observacion), antes de la
inoculacion corA. platys encontrandose comprendido dentro de los valores de referencia

para perros (Tabla ).

FASE DE POSTINOCULACION

Diagnostico de Anaplasma platys en los Beagles estudiados

La identificacion de A. platysen los Beagles infectados experimentalmente,
mediante los FCB por microscopia de luz, se basé en la observacion de la aparicion, entre
los 5 y 14 dias postinfeccion, de las inclusiones basofilicas intraplaquetarias tipicas de la
trombocitopenia ciclica infecciosa canina. Por otra parte, no se evidenciaron inclusiones
intracitoplasméticas en ninguno de los diferentes tipos de leucocitos examinados durante
todo el ensayo.

El estudio de la reactividad serologica frenté.gplatys por medio de la técnica de
IFI, revel6 un titulo de anticuerpos a estas rickettsias mayor a 1:160 (resultado positivo)
en cinco de los perros (83,3%) infectados experimentalment@.qolatys en la cuarta
semana postinoculacion (fecha del muestreo para IFl). EI que uno de los perros no
resultara positivo para esta prueba de IFl, posiblemente se deba a que para el dia de la
toma de la muestra, este animal no habia logrado alcanzar el titulo de anticuerpos
necesario para considerar a la prueba positiva (> 1:160). Los anticuerpbdspdatiys se
pueden empezar a detectar en el dia 7 postinfeccion (Pl) en perros inoculados
experimentalmente, segun Baket al. (18) y entre los 13-19 dias PI segun French y
Harvey (96), permaneciendo elevados hasta por dos meses (10).

La infeccidn de los Beagles se debid exclusivameitepdatys ya que ninguno de
los perros presentd anticuerpos en suet®. acanisdetectados poiFl, previo a la

inoculacion, ni los desarrolld6 en la cuarta semana post inoculacion, fecha en que se
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realizdé el muestreo, tiempo suficiente para haberse producido titulos de IgGE. para
canis (295). Tampoco hay duda de que los anticuerposfamqtiatysproducidosen los
Beagles no sean anticuerpos &htieanis ya que hasta ahora no ha sido demostrada la
reactividad cruzada entreE. canisy A. platys(96). Por otra parte, aunque existe
reactividad cruzada entrA. phagocytophilumy A. platys (149) y ambas causan
infecciones en el perro, no se puede pensar en la existencia de reacciones cruzadas entre
estas dos especies de anaplagmeel presente trabajo, ya que no fueron observadas
inclusiones dentro del citoplasma de los neutrofilos de los animales que permitiera
sospechar de una infeccién cAnphagocytophilum Ademas, antes de la inoculacion,

los perros no presentaron anticuerpos Antiplatys y, como ya se demostro
anteriormente, el indculo solo tenia plaquetas Aoplatys.

Todos los perros resultaron positivog\aplatyspor la técnica molecular de PCR
anidada optimizada por Martet al. (198), obteniéndose una banda bien definida de un
producto de PCR de aproximadamente 678 pb, amplificado a partir del ADN derivado del
organismo rickettsial intraplaquetario, similar a la reportada por estos autores para este
microorganismo. En la actualidad la identificacion del ADNAdglatysdentro de las
muestras de sangre provee la mejor oportunidad para dar un diagnéstico directo y
definitivo de trombocitopenia ciclica infecciosa canina.

En este estudio se utiliz6 un PCR anidado para amplificar una porcién del gen
ARNr 16S deA. platys el cual es mas sensible y especifico que el PCR estandar de un
solo paso, y permite detectar casos de infeccion con menos de 1% de plaquetas
infectadas (198), disminuyendo, por tanto, la probabilidad de reportar resultados falsos
negativos.

A nivel molecular es poco lo que se conoce de la bacteria intracelular obAgada
platys, por lo que el presente estudio representa una contribucién importante a la
caracterizacidon molecular de las cepas que estan propagadas en Venezuela. Este trabajo
es el tercero que caracteriza genéticamente al microorganismo en Venezuela, pero tiene
la ventaja de ser el primero realizado en el pais en una infeccidbn experimeral por
platys es decir una infeccidén controlada, sin coinfecciones con otros agentes patdgenos,
caracterizandose genéticamente al organismo aislado de la sangre de los perros de

investigacion.

127



Al comparar la secuencia parcial del gen ARNr 16&dplatysMaracay con la
secuencia de las cepas venezolanas de Maradaiptatys VenezueldAF156784) y de
Lara, A. platys Lara(AF399917), se observo que difiri6 en un solo nucleétido con
respecto a ellas, en posicion 115 y 144, respectivamente (Tabla VII), diferencia
suficiente para clasificarlo como una nueva cepa venezolana de este anaplasma.

Algunas secuencias reportadas en el GenBank pertenecientes a diferentes cepas de
A. platysdifieren también en un solo nucleétido, como es el caso de las Cepas Florida y
Oklahoma, de EUA (201) y de la cepa Sommiéres en Francia (21). Segun Matiew
(201) variaciones minimas entre las cepas aisladas platysson posibles, no debiendo
sorprender este hecho, a juzgar por los resultados obtenidos a nivel mundial. Todo lo
anterior sugiere la presencia de al menos tres cepasptiyspropagadas en Venezuela.

Asi mismo, el analisis de la relacion filogenética mostro que la Aegdatys
Maracay estd estrechamente relacionada a otras cepas descritas en el mundo: EUA
(M82801), Japdn (AF536828, AY077619), Francia (AF303467) y China (AF156784),
como se muestra en el arbol filogenético presentado en la Figura 12. Estos resultados
apoyan la propuesta de Huaegal (138) sobre la poca diversidad genética entre las
cepas déA. platys basada en la cercana similitud entre sus secuencias de ADNr 16S en
todas estas regiones del mundo, lo cual es consistente con reportes previos (4, 75, 321),
sugiriendo una evolucion lenta y homogénea de este microorganismo.

La baja diversidad entre cepas también ha sido observada en otras rickettsias, como
en Ehrlichia chaffensiis(201). Es importante resaltar que la secuenciacion del ADNr
16S constituye un método eficaz y rapido de identificacion bacteriana, habiéndose
realizado en el presente trabajo la secuenciacion de las dos cadenas de ADN (delantera y
reversa) por duplicado, en Corea y en el IVIC.

Patogenia de la infeccion experimental con A. platys

El periodo de incubacién (prepatente), comprendido desde la inoculacién hasta la
aparicion de las plaquetas infectadas Aoplatys varié de 5 a 14 dias, alcanzando un
pico de bacteriemia 2 a 3 dias después de la bacteriemia inicial. Esto es similar a lo
reportado por Harvegt al. (130), quienes observaron un periodo prepatente de 6-12 dias

y bacteriemias maximas 4 dias después de la aparicion de los anaplasmas.
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La ausencia de hemorragias petequiales o equimosis en los perros del presente
estudio coincide con lo citado por Baletral. (18) y Harveyet al. (130). Se ha sugerido
gue las hemorragias no se presentan posiblemente por la poca duraciéon de las
trombocitopenias en esta enfermedad, usualmente de 2 a 3 dias (130), siendo este lapso
de 1 a 5 dias en el presente estudio.

La falta de hemorragias también puede ser explicada por la presencia de
macroplaquetas, las cuales pudieron ser observadas al analizar los extendidos sanguineos.
Es sabido que las macroplaquetas tienen mayor capacidad funcional (161) y, por tanto,
mayor efectividad hemostatica para fortalecer al endotelio de los capilares y en
consecuencia para prevenir las hemorragias petequiales y purpureas que caracterizan al
estado trombocitopénico y que pueden aparecer en piel y en membranas mucosas.

Tanto en la primera infeccion experimental, realizada en la primera etapa de este
estudio en tres perros mestizos, como en la ocasionada en la segunda etapa, a los seis
Beagles del presente trabajo, se presentaron como Unicos signos clinicos temperaturas
rectales moderadamente elevadas (39,1- 39,9 °C), depresion e inapetencia en los picos de
infeccion, en especial en el primer pico. La falta de severidad de la patogenia, observada
coincide con lo reportado por diferentes autores (18, 130, 134, 298). Incluso otros
investigadores han reportado ausencia de enfermedad clinica durante la infeccion
experimental (103). También coincide con el Unico trabajo que reporta signos clinicos en
Venezuela sobre infeccion experimental (signos leves) y natural (ausencia de signos) de
A. platysen perros, con porcentajes importantes de plaquetas infectadas (14).

En cambio, la poca patogenicidad observada en el presente trabajo esta en
contraposicion con lo reportado en Grecia (168), Israel (128) y Espafia (4) sobre casos
clinicos graves de infeccién natural glor platysen perros. Al parecer esta cepa de la
region mediterranea es mas patogena que las reportadas en otras regiones, provocando
fiebre de hasta 40,2 °C, anorexia, pérdida de peso, abatimiento, palidez y petequias en
mucosas, lesiones hemorragicas cutaneas y descarga nasal mucoporulenta. Debido a
estos reportes es posible que exista una variacion en la virulencia entre cépas de
platys Recientemente Abarcat al. (1) en Chile, también han reportado sintomas mas
severos en perros con infeccion natural por este anaplasma. Segun los resultados del

presente estudio en Beagles, la cep&.dplatysMaracayes poco patdgena. Las
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escasas y moderadas manifestaciones clinicas fueron observadas en la fase aguda de la
infeccién, monitoreada durante 35 dias. La poca severidad de los sintomas puede también
ser atribuida a que se tratd de una infeccion experimental controlada, sin coinfecciones
con otros patdgenos, comte. canis que ayudarian a acelerar la severidad de los
sintomas, siendo ya descrita en la literatura la potenciacion de la patogenicidad por la
infeccidn con estos dos microorganismos, contribuyendo a algunas de las manifestaciones
atipicas que han sido historica y clinicamente atribuidas a infecciones por un solo
patogeno (103).

Por otra parte, se conoce que bajo condiciones naturales la transmision por
garrapatas influye potencialmente en el hecho de que un microorganismo cause infeccion
clinica o bien infeccibn subclinica. Algunos de esos factores pueden afectar a la
respuesta inmunitaria contra los organismos, o la patogenecidad de una cepa concreta
del mismo, siendo ésto una limitacion de los estudios de infeccién experimental, como es
el caso actual.

Los Beagles del presente estudio fueron tratados al final del periodo de observacion
(finalizando la fase aguda de la enfermedad) con doxiciclina (10mg/Kg de peso corporal,
cada 24 horas, durante 21 dias), por lo que la fase de convalecencia y la fase crénica
(estado de portador) de la enfermedad no fueron evaluadas.

Efecto de la infeccidén experimental con A. platys sobre la hematologia

La anemia normocitica, normocrémica observada en los tres picos de bacteriemia
en todos los perros (Tabla 1X) coincide con lo reportado por Betkal. (19), en 10
perros adultos, a los 7 dias de haber sido infectados experimentalment®. giatys
Una posible causa de esta anemia es la alteracion del metabolismo del hierro, donde,
como resultado de la reaccion inflamatoria, el hierro se desvia hacia los tejidos
inflamados y disminuye su disponibilidad para la sintesis de hemoglobina. Esto ya ha sido
demostrado por estos mismos autores, quienes evidenciaron disminucion de la
concentracion del hierro sérico y de la capacidad de unir hierro, lo cual unido a la
disminucion del hematocrito fue compatible con el sindrome denominado por Cartwright
et al. (52) como anemia de la infeccion.

Otra posible causa de la anemia que presentaron los beagles seria la

eritrofagocitosis por monocitos, observada en el presente estudio en los frotis sanguineos
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tefiidos de todos los Beagles, lo que coincide con reportes previos en perros inoculados
con A. platys observando eritrofagocitosis a los 14 dias post infeccion (18). También
pudo haber contribuido a la anemia observada la posible presencia de hemorragias en
organos internos. Aunque en el presente trabajo no se sacrificaron los animales, por lo
gue no pudo ser evaluada la presencia de hemorragias en sus organos internos, otros
autores han reportado hemorragias esplénicas en esta infeccion (18).

Durante los periodos de recuperacion, con muy bajas bacteriemias, que ocurrian
entre los 3 y 5 dias después de cada pico de infeccion, pudo ser observado en los Beagles
(Tabla 1X) que, tanto el hematocrito, como la concentracion de hemoglobina,
aumentaban a valores normales en muy poco tiempo, es decir que la médula ésea de los
animales conservo su capacidad para producir eritrocitos y éstos, a su vez, la de sintetizar
hemoglobina.

La disminucion no significativa del recuento total de leucocitos, en los periodos de
bacteriemia, no alcanzé valores de leucopenia, y no fue especifica para ningun tipo
particular de leucocitos. Este resultado coincide con lo reportado por Harieyl30)
quienes llegaron a observar descensos incluso mayores de leucocitos (30 a 50%) en
perros mestizos infectados experimentalmente ABonplatys al comparar con los
controles, siendo esta disminucion semejante para todos los tipos de glébulos blancos en
general. La disminucion de leucocitos en infeccionfpgrlatyspuede incluso llegar a ser
leucopénica, segun lo observado por Badteal. (19), lo que coincide con lo reportado
por Schalmet al. (258) sobre la existencia de leucopenia en infecciones bacterianas
agudas.

Las alteraciones morfologicas observadas en los diferentes leucocitos después de la
inoculacion conA. platys especialmente en los picos de bacteriemia, indican activacion
de las células del sistema inmunitario innato (monocitos y neutréfilos) como respuesta a
la infeccion. Estas alteraciones han sido también descritas por Arraga (13) para perros
afectados poA. platys.

La presencia de células reticuladas de color rosado (eosinofilicas), algunas veces
con globulos rojos y plaguetas atrapados en ellas, observadas en todos los FCB de los seis
perros, después de la inoculacion, no ha sido reportada hasta la fecha en estas

infecciones, desconociéndose su significacion clinica. En pacientes con
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reticuloendoteliosis leucémica o leucemia de células velludas, han podido ser observadas
en sangre células reticuladas fagociticas con proyecciones citoplasmaticas, rodeadas de
un anillo de leucocitos (282).

Efecto de la infeccion experimental con A. platys sobre la hemostasia primaria y sobre

los niveles séricos de anticuerpos antiplaquetas

La trombocitopenia y bacteriemia (Tabla X) coincidentes y ciclicas
(trombocitopenia ciclica infecciosa canina) observadas después de la inoculackin con
platysMaracay,se asemejan a las reportadas por numerosos autores (10, 14, 36, 96, 128,
130, 201). Hasta la fecha se desconoce la causa de esta trombocitopenia, aunque se
especula que se deba en parte al dafio directo a la plaqueta infringido por la replicacion de
la bacteria (130). Esta replicacion 8e platysen la plaqueta es corroborada con las
observaciones realizadas en el presente trabajo mediante MET, evidenciandose
organismos anaplasmales en forma arrifionada (fase de division ) con vacuolas iniciales
con un solo organismo y plaquetas con vacuolas conteniendo hasta nueve
microorganismos (mérula), ocupando casi la totalidad del citoplasma de la plaqueta.

El dafo directo a la plaqueta infectada, presentado intravascularmente, ocasionaria
un acortamiento de la sobrevida plaquetaria, produciendo trombocitopenia no
inmunitaria. Este mecanismo de destruccién periférica de las plaquetas infectadas
directamente poA. platyspareciera ser el mas aceptado como causa de los episodios de
trombocitopenia que coinciden con episodios bacteriémicos.

Se hizo necesario realizar el recuento de las plaquetas de forma manual, mediante la
observacion de las plaquetas en la camara de Newbauer, por ser el recomendado en perros
trombocitopénicos con macroplaguetas, ya que los recuentos muy bajos de plaquetas,
observados en el presente ensayo, en algunas etapas de la infecci®n pietys
hubieran estado fuera del limite de sensibilidad del contador electronico.

Ademads, el recuento manual evitd que las macroplaquetas fueran contadas como
eritrocitos por este instrumento, lo que hubiera sobreestimado el grado de
trombocitopenia. Por este motivo no pudo ser medido el volumen medio de las
plaguetas (VMP), el cual se requiere para el calculo de la masa plaguetaria (recuento
plaguetario x VPM), siendo considerado mejor parametro que el recuento plaquetario

para evaluar trombocitopenias (30, 128). Haatal. (128) reporta un valor de VPM de
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13,6 |£ en un perro infectado naturalmente cén platys el cual es mayor en
comparacion al rango de referencia para esta especie (Tabla ).

En el presente trabajo fue realizada la observacion del tamafio de las plaquetas
visualizando a los extendidos sanguineos por medio del microscopio éptico. EI aumento
presentado del porcentaje de macroplaquetas (5 a 30%) (incremento en el VPM)
concomitante a la presencia de trombocitopenia severa (<10.000/uL), asi como de
microplaquetas, observado inmediatamente después de los picos de bacteriemia en el
presente trabajo, reflejan trombopoyesis activa (305). Ha sido observado anteriormente
en perros con trombocitopenia autoinmunitaria (163, 221), presencia de
microtrombocitosis y macrotrombocitosis. Ademas, diferentes autores han evidenciado en
perros, con este tipo de trombocitopenia, macroplaquetas asociadas con un aumento de
megacariocitos en la médula ésea (169, 29). Asi mismo, @Gaaht (101) reportaron
aumento de megacariocitos en médula 6sea durante la infecci@ngdatys A la luz de
estos resultados, era posible esperar que una causa inmunitaria para la trombocitopenia
jugara un papel importante en la infeccidon foplatys

Esta relacion entre trombocitopenia y un mecanismo inmunitario pudo ser
corroborada en la infeccion pér platysen el presente trabajo, mediante el hallazgo de
anticuerpos antiplaquetas en el 67% de los perros estudiados (Beagles 1, 2, 5y 6), a
finales de la cuarta semana postinoculaciéon (Tabla XIIl), coincidiendo con el segundo
periodo de recuperacion. En los perros 1, 2, 5y 6 disminuyo el recuento de plaquetas en
un 44%, 70%, 72% y 95% respectivamente con respecto a su valor preinoculacion. Los
tres primeros perros no manifestaron bacteriemia en este periodo, por lo tanto, la
disminucion del numero de plaquetas pudo originarse por la fagocitosis y/o a lisis
mediada por complemento de las plaquetas recubiertas con IgG. El hallazgo de la
presencia de anticuerpos antiplaquetas en la trombocitopenia ciclica infecciosa canina
representa uno de los principales aportes del presente estudio, ya que es la primera vez
gue se reportan IgGAP en la infeccion producidapgiatys.

Bexfield et al. (26) han reportado en perros presencia de anticuerpos antiplaquetas
en infecciones poA. phagocytophilumTambién han sido observados estos anticuerpos
en infecciones con otras rickettsias, como en la fase aguda de la ehrlichiosis canina

experimental, en perros Beagles (305, 306) y en infecciones naturales y experimentales
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de Rickettsia rikettsii (119) y de A. phagocytophilum(26), asi como en caninos
infectados por protozoarios conBabesia gibsoni (312) yLeishmania infantun290,
66).

La falta de incremento de anticuerpos antiplaguetas observada durante la cuarta
semana de infeccion cah platysen los perros 3 y 4 (Tabla XIIl), pudiera explicarse
por la presencia de inmunoglobulinas séricas de alta avidez, las cuales se unirian con
mayor fuerza a la plaqueta, trayendo como resultado titulos séricos de IgGAP bajos a
normales. Lo anterior ha sido sugerido por Kristengtral. (170), quienes tampoco
pudieron observar anticuerpos antiplaquetas en el 100% de los perros con
trombocitopenia mediada inmunitariamente, por lo que en estos casos es recomendable
una prueba directa que detecte los anticuerpos antiplaquetas en la superficie plaquetaria
(183, 312).

En el primer episodio de infeccion, cuando la trombocitopenia fue severa, no pudo
observarse presencia de anticuerpos antiplaguetas, por lo que no pareciera el mecanismo
inmunoldgico la causa de la disminucién del recuento plaquetario en este primer pico de
bacteriemia, pudiendo ser la destruccion mecanica por la bacteria el mecanismo
implicado. Lo anterior coincide con la hipétesis sugerida por Haeteal (130), en
cuanto a que las trombocitopenias al inicio de la infeccién, con altas bacteriemfas por
platys (31-63%), podrian desarrollarse como consecuencia de la lesion directa a las
plaguetas por la replicacion de los organismos rickettsiales, mientras que otros
mecanismos, como aquellos propuestos para la induccion de reacciones autoinmunitarias
gue llevan a la destrucciéon de las plaquetas, pueden ser importantes en los episodios con
bacteriemias bajas (1-13%) pero con trombocitopenias tan severas como las observadas
al inicio.

Los perros del presente estudio con TCIC aguda desarrollaron anticuerpos
antiplaquetas entre los 25 a 30 DPI. Como ya se dijo, no existen reportes sobre deteccion
de anticuerpos antiplaquetas en infeccionesAoplatys.En perros infectados cda
canisla aparicion de anticuerpos antiplaquetas fue mas temprana, a los 17 DPI (305), a
los 14 DPI (102), entre los 7 y 14 DPI (119), y entre los 3 y 10 DPI (306). Otros
factores como complejos inmunitarios circulantes deberian ser investigados. Son

necesarios mas estudios para determinar los antigenos plaquetarios diana para los
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anticuerpos encontrados en estos perros con TCIC, y para evaluar el efecto patogénico de
estos anticuerpos.

En conclusién, aparentemente mecanismos inmunitarios y no-inmunitarios parecen
estar implicados en la destruccion de las plaquetas durante la trombocitopenia ciclica
infecciosa canina.

Por otro lado, al analizar los resultados crudos, en cinco de los Beagles estudiados
(83%), pudo observarse trombocitopenia con duracion de 1 a 3 dias en los periodos sin
bacteriemia. Es l6gico suponer que la duracion de esta trombocitopenia coincidiria con el
tiempo requerido por la médula 0sea para reponer las plaquetas destruidas durante los
picos de bacteriemia.

El mecanismo de supresion de la produccion plaquetaria en la médula ésea no es
valido para explicar el bajo nUmero de plaquetas circulantes en los picos de bacteriemia
en la infeccibn porA. platys en el presente trabajo. La observacion de notables
incrementos en el porcentaje de macroplaquetas durante la fase aguda de la,infeccion
principalmente durante la bacteriemia mas alta (primer pico), donde las trombocitopenias
fueron mas pronunciadas, fue indicativo de buen funcionamiento de la médula 6sea. El
porcentaje de macroplaquetas obtenido (5 a 30%) fue hasta 15 veces superior a los
valores establecidos, de 0,8 a 1,2 % por Pietcal. (232) y de 1,45 - 1,94 % por
Mylonakis et al.(214), para perros clinicamente sanos, obtenidos también por analisis de
microscopia de luz de los frotis sanguineos tefiidos.

El presente estudio constituye el primer reporte de porcentaje de macroplaquetas en
infeccion conA. platys.Harruset al (128) también observaron plaguetas gigantes en la
sangre de todos los perros (5) infectados naturalmentd.cplatys pero no reportd
porcentaje de estas células. El incremento en el porcentaje de macroplaquetas observado
en el presente trabajo fue semejante al observado en la fase aguda de la ehrlichiosis
monocitica canina (213, 232).

Como se menciond anteriormente el hallazgo de incrementos importantes de
macroplaquetas indica trombopoyesis aumentada, secundaria a destruccion plaquetaria,
como se ha evidenciado en trombocitopenia autoinmune (221). También existen estudios
en humanos que indican una excelente correlacion entre el nUmero de megacariocitos de

la médula 6sea y el porcentaje de macroplaquetas en sangre periférica, en la mayoria de
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las condiciones clinicas, con recuento de plaquetas normal o disminuido (100). Bajo esta
consideracion se podria especular que la presencia de estas plaquetas grandes en un
namero incrementado y la rapida recuperacion del recuento plaquetario después de las
bacteriemias, asociado con un aumento de la trombopoyesis, indicaria un recambio
aumentado de las plaquetas en esta infeccioA pplatys tal como ha sido sugerido por
Harveyet al. (130).

Lo anterior coincide con los reportes de Bakeral. (18), quienes observaron
hiperplasia megacariocitica de la médula 6sea en diez perros Beagles y Mongrel a los 28
dias postinfeccion experimental cén platys Ademas, se ha visto que el nimero
promedio de megacariocitos de 10 muestras intactas de médula 0sea por perro, en 10
Beagles y mestizos infectados experimentalmenteAcqplatys fue significativamente
mayor (10,0) que el nimero promedio obtenido (5,4) en perros no infectados (101).

Hasta la fecha no han podido ser observadas inclusiones rickettsiales dentro de los
megacariocitos de la médula 6sea, examinados por microscopia de luz, ni por otra técnica
diagnéstica, aunque ha sido detectado ADM delatysen la médula ésea (85). Tampoco
se han reportado cambios ciclicos en el numero de los megacariocitos en los perros
infectados. Este hecho, junto con los resultados del presente trabajo, en cuanto a
incremento importante del porcentaje de macroplaquetas, permite descartar la existencia
de una trombocitopenia de origen central en la infeccioA pplatys (218).

La ausencia de hemorragias superficiales en los Beagles del presente estudio, a
pesar de sufrir trombocitopenias tan severas (hasta 1.000 plaquetas/uL), podria deberse
por el aumento importante de macroplaquetas obtenido, las cuales pueden tener funcién
normal a incrementada (44, 88, 161). Otros casos de macrotrombocitopenias sin
sangramiento ocurren en la raza de perros Cavalier King Charles Spaniels (229), los que
presentan una masa plaquetaria normal, a pesar de que el nimero de plaquetas esté
disminuido, cuando se compara con el rango de referencia para otras razas de perro.
Existe evidencia que soporta que es mas importante mantener la masa plaquetaria, que el
numero de plaquetas, para la resolucion de la trombocitopenia (128), desafortunadamente,
el VPM no pudo ser medido en los perros del presente trabajo.

Analizando los resultados crudos del presente ensayo, pudo observarse en los

periodos de recuperacion, después del segundo pico de bacteriemia (20 a 28 DPI), en el
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66% de los perros estudiados, un incremento temporal (1 a 3 dias) del recuento
plaguetario (datos no mostrados). Este incremento estuvo por encima del valor de
referencia (trombocitosis) en el 33% de los casos (Beagles 2 y 5). En el otro 33%
(Beagles 1 y 4), aunque el aumento del recuento plaquetario fue de dos veces su valor
preinoculacion, no llegd a sobrepasar el valor de referencia.

Estas trombocitosis suelen ser reactivas (88), siendo un indicador de inflamacion,
similar a los reactantes de fase aguda, como el fibrinégena y [&globulina y estan
asociadas a infecciones agudas (64). El presente trabajo es el primero en reportar
trombocitosis en la fase de recuperacion de la infeccior pplatys.Se han observado
trombocitosis en cabras infectadas experimentalmenteEboiichia spp (230), en
conejos infectados coRasteurella multocidg250), y en humanos con infecciones
bacterianas (5, 92, 180) como una respuesta consistente a la infeccion.

La rapida respuesta del sistema hematopoyético para restablecer el nimero de
plaguetas a valores normales, observada en los dos periodos de recuperacion de la
infeccién conA. platys en el presente trabajo, significa que la médula 6sea y los
megacariocitos de los perros infectados son funcionales y pueden compensar en un corto
periodo de tiempo la pérdida grave de plaquetas de la circulacién periférica.

Al analizar los valores promedio de los resultados de agregacion plaquetaria
(Tabla X), se pudo observar que la disminucién de la agregacién en respuesta al colageno,
en los dos picos de infeccion, se correspondié con un bajo recuento de plaguetas que
presentaron los animales en este periddel mismo modo, enos periodos de
recuperacion (plaquetas infectadas < 0,6%), cuando el nimero de plaquetas alcanzaron
valores cercanos a los de preinoculacion, la respuesta al colageno fue Estaal.
relacion lineal entre el nimero de plaquetas y la agregacion plaquetaria inducida por el
colageno coincide con lo descrito por varios autores (146, 156, 283). También reflejarian
estos resultados una recuperacion de la funcién plaquetaria después de los picos de
infeccion, debido a sintesis de nuevas plaquetas funcionales por la médula 6sea.

La disminucion de la respuesta de agregacion plaquetaria inducida por colageno,
por efecto déA. platysen el presente trabajo, coincide con lo observado por @aaht
(101) en el Unico trabajo que reporta agregacion plaquetaria en perros infectads con

platys (4% de plaquetas infectadas), en .este caso la infeccion también fue experimental.
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La disminucién en la agregacion observada por estos autores solo ocurri6 cuando
utilizaron ADP (5 pM) (101), en cambio no lograron observar disminucién cuando
utilizaron como inductor al colageno a baja concentracion (0,05pg/mL).

Por otra parte, cuando se analizan los resultados del presente trabajo
individualmente (crudos) puede verse que solo el 42% de los valores bajos de
agregacion plaquetaria (0 a€2) corresponden a recuentos muy bajos de plaquetas
(30.000 a 125.000/pL), mientras que el 58% de los valores bajos de agregacion
plaguetaria (2 a ®) corresponden a un recuento de plaquetas cercano a los valores
normales (200.000 a 435.000/uL)

Como puede apreciarse, los valores trombocitopénicos se correspondieron a
agregaciones cercanas a cero, lo que hace pensar, como se dijo anteriormente, que la
disminucion de la funcion plaquetaria se debié a la disminucion del recuento
plaquetario. En cambio, los valores normales en el nimero de plaquetas no se
correspondieron con los valores bajos de la agregacion plaquetaria, sugiriendo que en
esas plaquetas si pudiera estar afectada la funcion. Este comportamiento pudo ser
observado en los seis animales estudiados, en algdn momento de la infeccion, lo cual
aunado al alto porcentaje de ocurrencia (58%), permite pensar que es un
comportamiento  bastante generalizado, y no algo casual o debido a alguna
individualidad.

Cuando la causa de la disminucion de la respuesta de agregacion plaquetaria
observada en los Beagles del presente trabajo, es ocasionada por la alteracion de la
funcion, como la ocurrida en los casos no trombocitopénicos, podria pensarse que se
debid a un desorden en la interaccion del colageno con sus receptores glicoproteicos en
la superficie plaguetaria, GPVI e integrim$; a través de los cuales este agonista inicia
la activacion plaquetaria. También podria deberse a la existencia de plaquetas
hipofuncionales, degranuladas (plaquetas exhaustas), debido a que fueron parcialmente
activadas durante la infeccion.

Por otra parte, en el primer pico de infeccion, con marcada trombocitopenia, el
area bajo la curva de agregacion plaquetaria (A) (Tabla X), que representa la respuesta
de agregacion sobre el intervalo de tiempo registrado, mostré tendencia a disminuir, al

igual que ocurrio con la pendiente de la curva (P), que expresa la velocidad de
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agregacion. El otro parametro de la curva, tiempo de latencia (L), tiempo entre la adicion
del agonista e inicio de la respuesta, tendié a prolongarse. Xittak(156), también
observaron una correlacion negativa entre el numero de plaquetas y el tiempo de
latencia. Esta alteracion de los pardmetros de la curva de agregacion plaquetaria se
compagina con el descenso ya comentado de la disminucion en la agregacion
plaquetaria. No existen en la literatura consultada reportes sobre los parametros de la
curva de agregacion plaquetaria y la infeccion porplatys o por otra infeccion
rickettsial.

Los promedios de los resultados de la secrecion plaquetaria de ATP sin corregir
(nmoles) (Tabla X) disminuyeron significativamente en los dos picos de infeccion,
coincidiendo con las trombocitopenias, existiendo una total congruencia entre el
comportamiento de la secrecion plaquetaria y el de la agregacion plaquetaria en los
periodos trombocitopénicos, observados en los picos de bacteriemia.

En cambio, cuando la secrecion de ATP fue corregida para un numero
determinado de plaquetas )0 la reduccién ya no fue significativa. Lo anterior es
indicativo de que la disminucion de la secrecidon plaquetaria expresada en nmoles de
ATP observada en los picos de infeccion es debida al descenso del nimero de plaquetas,
indicando que aparentemente la secrecion plaquetaria no fue afectada por la infeccion
por A. platys

Este efecto de la correccién de la secrecion plaquetaria a un nimero determinado de
plaguetas ya ha sido observado en estudios similares en perros (20, 259). Es conocido
gue la magnitud de la respuesta es proporcional al nimero de plaquetas participando en la
reaccion, y por lo tanto al recuento plaquetario (49).

Por otra parte, en algunos casos llegaron a ocurrir valores normales e inclusive
mas altos que el valor de preinoculacion de secrecidn plaquetaria en presencia de
trombocitopenia. El caso mas resaltante fue el del Beagle 3 en donde pudo apreciarse un
aumento entre 1.400y 1.500 veces de la secrecion de ATP inducida por colageno y
trombina (5,1 y 8,00 umoles de ATP por'/1plaquetas respectivamente, al
compararla con el valor preinoculacién (0,3 y 0,6 pmoles ATH/i®pesar de tener un
bajo recuento plaquetario (46 x>ffL). Una posible explicacién del aumento de la

secrecion podria ser el incremento observado en el mismo de 25% de poblacion
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aberrante de macroplaquetas densas. Estas macroplaquetas tienen tres veces el
contenido de granulos de las plaquetas livianas, mas pequefas, siendo funcionalmente
mas activas, exhibiendo una actividad metabdlica y funcional mayor por unidad de
volumen (63, 160, 161).

A pesar de lo anteriormente mencionado, cuando se analizan los resultados crudos
(datos no mostrados), se observa que el 50% de los valores bajos de secrecion
plaguetaria (expresada en nmoles de ATP) corresponden a valores trombocitopénicos,
mientras que el resto se relaciona a contajes normales de plagu228000 / pL). Por
tanto, solo el 50% de los casos con secrecion disminuida podrian atribuirse a la
trombocitopenia, la otra mitad pareciera que se debiera a una hipofuncién plaquetaria,
quizads, como se menciono anteriormente, debido a activacion previa de las plaquetas, ya
sea a causa de la propia infeccion o por la accion de leucocitos activados. Cuando las
plaguetas son activadas, sucede un cambio conformacional del receptor del fibrinGbgeno
GPIIb-llla, aumentando la afinidad para unir a su ligando (266, 267). La activacién de
la plaqueta conllevaria a secrecion plaquetaria y a disminucion parcial o a agotamiento
de su contenido granular (plaquetas exhaustas).

Lo anterior se relaciona con lo observado en las micrografias electronicas (figura
6) en la muestra del perro infectado con el in6culdAdelatys, cuando alcanzé el
primer pico de infeccion, en donde pudo evidenciarse la presencia de plaquetas
mostrando un citoplasma con filopodios, claro signo morfoldégico de activacion
plaguetaria, y con poco contenido de granulos secretorios, lo que podria indicar
activacion plaquetaria inducida por la bacteria (68, 167).

En este mismo contexto, otra de las causas de la activacion previa de las plaguetas
pudieran ser los leucocitos. Las alteraciones observadas en el presente trabajo en los
distintos tipos de leucocitos, durante el transcurso de la infecciomi.cptatys son
caracteristicas de la activacion de estas ceélulas. Se sabe que los leucocitos activados
liberan catepsina G, que activa a las plaquetas debido a que, entre otros, facilita la unién
del fibrinbgeno a la plaqueta.

Por lo anteriormente expuesto, la interpretacién de la funcion plaquetaria deberia
hacerse cuidadosamente, ya que las caracteristicas funcionales de las plaquetas durante la

fase trombocitopénica podrian ser diferentes de aquellas en la fase de rebote (primer
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y segundo periodo de recuperacion), en donde el nimero de plaquetas se acerca a los
valores de preinoculacién. Los resultados de secrecion plaquetaria en sangre total
obtenidos en el presente trabajo en perros inoculado#.cplatys son los primeros
reportados a nivel mundial. Tampoco han sido reportados resultados del efecto de otras
ricketsias sobre la secrecion plaguetaria.

La concentracion plasmatica de FYWAg aparentemente no fue afectada por
platys,ya que solo pudo ser observada una disminucion no significativa del mismo en el
primer pico de infeccién (Tabla XI). No se encontr6 en la literatura revisada efecto de la
infeccion conA. platyssobre el FvW.

El que el FYW no aumentara en el pico de infeccion estudiado (primer pico) es
indicativo de que no que no se implantd una rickettsemia intraendotelfal platys que
hubiera podido desarrollar vasculitis, ya que el FYW es considerado un marcador
especifico de dafio vascular, porque se libera de las células endoteliales dafiadas. Esto
coincide con Bakeet al. (18), quienes no observaron vasculitis o dafio endotelial en
ninguno de los tejidos examinados en perros Beagles y Mongrel con infeccién aguda por
A. platys

La afeccion de las células endoteliales si ha podido ser observada en infecciones por
R. rickettsiiy R. conorii(86, 106, 277), presentandose un incremento de los niveles del
marcador de dafio endotelial (FYWAQ) en plasma durante la fase aguda de la infeccion
(106, 300). Este factor también se ha elevado hasta en un 100% en perros con sepsis y
sindrome inflamatorio (248), asi como en los infectados por piroplasma (191). Por el
contrario, se sabe que en otras infecciones, como la ocasionadstr@oiococcus
pneumoniaglos niveles plasmaticos de FvW disminuyen por aumento de su captacion en
el higado (117).

Al no haber aparentemente dafio endotelial, la trombocitopenia observada en los
picos de bacteriemia no pudo deberse a consumo plaquetario por vasculitis. Estos
resultados, junto al hecho de que la trombocitopenia es ciclica, sugieren que es poco
probable que el dafio vascular juegue un papel importante como mecanismo
trombocitopénico en esta infeccion.

Efecto de la infeccion experimental con A. platys sobre la hemostasia secundaria
Por otra parte, no fueron detectadas diferencias significativas en el TTPa de los
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animales durante el transcurso de la infeccionAorplatys(Tabla Xl), por lo que
aparentemente la infeccion no afectd a la actividad de los factores de la coagulacion que
intervienen en la via intrinseca (KAPM, precalicreina, FXII, FXI, FIX, FVIIl) y en la
via comun (FX, FV, Fll y fibrinégeno) de la coagulacion sanguinea de los perros.

En cuanto al efecto dA. platys sobre el TP, tampoco se evidencido que este
organismo ocasionara alteracion sobre este tiempo de coagulacién, ya que no se
encontraron diferencias significativas entre los valores de TP, previos a la inoculacion
conA. platysy los valores postinoculacion de los animales, tanto cuando se examinaron
en conjunto (Tabla XlI), como por separado (datos no mostrados), mediante analisis no
parameétricos, ni para los Beagles 2 y 5, ni para el resto de los Beagles. El que el TP no
haya sido afectado a causa Ae platysindica que no alteré los factores de la via
extrinseca de la coagulacion sanguinea (Factor tisular, FVII), ni de la via comun (FX,
FV, Fll y fibrinégeno).

Los resultados de TP y TTPa obtenidos en este estudio ayudan a explicar el que no
se presentaran hemorragias visibles en los perros infectado&. quiatys También
indican que durante la infeccion no se formaron inhibidores, tales como autoanticuerpos
contra los factores de la coagulacion, o sustancias liberadas por la bacteria, como
proteasas bacterianas, las cuales causarian disminucién de la actividad de estos factores
y por lo tanto prolongacion de los tiempos de coagulacion.

La no afectacién de los tiempos de coagulacién en los perros infectadds con
platys coincide con lo observado por Wilson (314), quien reporta un tiempo de
coagulacién activado (TCA) normal (<120 s), en un perro mestizo con infeccion natural
con A. platysy serologia negativa &. canis También es similar a lo reportado por
Oviedo (222), con TP y TTPa de perros de varias razas y mestizos, no afectados por
infeccion natural co. platys cuando se compararon con perros controles sanos.

En infecciones poE. canis se reportan resultados variables, que el TP y el TTPa
no fueron afectados (137, 140, 141, 171) y con TTPa alargado (65). En perros infectados
conR. rickettsii se ha visto alargamiento de TTPa y TP normal (71).

Durante el transcurso de la infeccion (Tabla XI) la concentracion de fibrindégeno se
incrementd, aunque estos aumentos solo fueron estadisticamente significativos en los

picos de infeccion, coincidiendo con las trombocitopenias. Los valores de fibrinégeno
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solo vinieron a asemejarse a los de preinoculacion después del segundo pico de infeccidn
(recuperacion post segundo pico), al final de la fase aguda de la infeccién.

El incremento de esta proteina probablemente se deba a que es un reactante de fase
aguda (193), cuyos valores plasméaticos se elevan durante un amplio rango de
infecciones bacterianas y en otras condiciones inflamatorias. En estos procesos
patolégicos los tejidos dafiados activan a los macrofagos, los cuales liberan citokinas
proinflamatorias como interleucina 1 (IL-1) e IL-6, y el factor de necrosis tumoral
(TNFa), induciendo la sintesis hepética, no solo del fibrinbgeno, sino de otras proteinas
de fase aguda, en una gran variedad de vertebrados (105, 249).

En el presente trabajo los niveles de fibrinbgeno fueron un mejor indicador de
inflamacion que los leucocitos, ya que no pudo ser evidenciado un leucograma
inflamatorio. Por tanto la hiperfibrinogenemia observada evidencié la respuesta
generalizada inflamatoria aguda que se desencadend ante la infeccion contra A. platys.

Este resultado coincide con lo hallado por Thomas (292) en perros, en cuanto a
gue la medicion del fibrindgeno tiene especificidad y sensibilidad similar al recuento de
leucocitos para detectar inflamacion. También es similar a lo observado por Oviedo
(222), quien encontré aumento de la concentracion de fibrinbgeno en perros infectados
naturalmente corA. platys En infecciones producidas p@&. rickettsii en perros,
también se ha evidenciado un aumento del fibrinégeno plasmatico (71).

Las altas concentraciones de fibrinbgeno observadas durante la infeccidn con
platys Maracay podrian haber tenido un papel compensatorio en la trombocitopenia
observada. El papel compensatorio del fibrinbgeno en la trombocitopenia se ha sugerido
en datos experimental@s vitro. Se ha reportado también que el efecto de sustancias
bloqueadoras de las plaguetas puede ser antagonizado por un incremento de las
concentraciones de fibrindgeno (185).

Por otra parte, aunque no se realizé la medicién del tiempo de trombina (TT), para
evaluar la calidad del fibrinbgeno, el hecho de que no se presentaran sangramientos, adn
en los picos de bacteriemia, en donde se manifesto la trombocitopenia, es indicativo de
una buena calidad del fibrindgeno y de que la rickettsia no afecto a la estructura de esta
molécula. Oviedo (222) reportd que la infeccion naturd.qdatysno afecté al TT.

En cuanto al efecto dA. platysMaracay sobre el FXIII (Tabla XI) se observo
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gue el coagulo de fibrina se mantuvo presente en las 24 horas de observacion, por lo
gue no hubo ninguna diferencia con los valores de preinoculacién. Debido a que la
prueba de medicion de la presencia del FXIII permite detectar a aquellos pacientes con
riesgo de desarrollar complicaciones hemorragicas, puede concluirse que la infeccion
experimental cor\. platysno aumento el riesgo de desarrollar hemorragias en los perros
del presente estudio.

La no alteracion del Factor Xlll por efecto de esta rickettsia coincide con lo
obtenido por Oviedo (222) en perros infectados naturalmentéAcqtatys. En otras
infecciones, en cambio, ha sido reportada deficiencia de FXIIl, como en ratas con
bacteriemia poPseudomonas aerugingsabservandose también hiperfibronectinemia
(164), reflejando el papel regulatorio que tiene el FXIII sobre algunas proteinas (116).

En conclusién, la no alteracion del TP y del TTPa, la concentracion aumentada de
fibrindgeno, presencia del FXIIl, y la no manifestacion clinica de sangramiento en
ninguno de los animales, hacen poco probable que los Beagles del presente estudio
tuvieran una coagulopatia clinica atribuible a la infecciorApptatysMaracay
Efecto de la infeccion experimental con A. platyiracaysobre la fibrindlisis

Durante todo el curso de la infeccibn experimental, los valores de dimero D
permanecieron menores de 200 ng/mL (Tabla XllI), por lo que aparentelgdysno
afecto a la fibrindlisis. El que no se haya incrementado el dimero D durante la infeccion
es indicativo de qué. platysMaracay no provoco un estado hipercoagulable inducido
por exceso de generacion de trombina y activacion plaquetaria, por tanto no hubo
formacién de fibrina intravascular ni posterior fibrindlisis, procesos que pueden ser
estimulados por estados inflamatorios y otras formas de dafio tisular, como la ocurrida en
la CID, siendo esta prueba de gran utilidad para estos estudios (115, 118, 217, 278).

Estos resultados coinciden con Oviedo (222), quien tampoco evidencio efécto de
platys sobre la concentracion de dimero D en perros infectados naturalmente con esta
rickettsia En infecciones corR. rickettsiien perros se ha demostrado la elevacion de la
concentracion de PDF en 50% de los perros estudiados (71), al igual que en humanos
también infectados corR. rickettsiiy R. conorii(80). También en babesiosis canina se
ha reportado PDF y dimero D incrementados (99).

Por otra parte, los tiempos de lisis de euglobulina (TLE) alcanzados en los perros
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postinoculacién corA. platys Maracay fueron similares a los obtenidos previo a la
infeccion (Tabla XIll), y ya que esta variable es una prueba global para fibrindlisis,
representando el balance entre las actividades del activador del plasmindgeno tisular
(APt) y el inhibidor del activador de plasmindgeno 1 (IAP-1), pareciera que la infeccion
por A. platysMaracay no provocé un estado hiperfibrinolitico en los perros estudiados,
no evidenciandose, por tanto, un aumento de activadores (u otras enzimas proteoliticas)
de la fibrindlisis. Estos resultados apoyan la no alteracion del dimero D antes
mencionada.

Por otra parte, se esta considerando al TLE como indicador de dafio endotelial.
Algunos estudiosn vitro reportan un efecto directo de la proteina C reactiva (CRP)
sobre las células endoteliales (28, 77). Asi también Boudj¢léh(34) observaron una
correlacion significativa entre la proteina C reactiva y TLE en una poblaciéon humana no
seleccionada y con sindrome no inflamatorio. Estos ultimos autores proponen la
medicion de la CRP y el TLE como marcadores de disfuncién endotelial semejantes al
FvW y a la trombomodulina.

El presente estudio, al no evidenciar diferencia entre los valores de TLE pre y
postinoculacion, sugiere ausencia de dafio endotelial en infeccién platysMaracay,
corroborando la no alteracion de los niveles de antigeno del FvW obteEsta.
ausencia de dafio endotelial, ademas, est4 acorde con los resultados obtenidos de ausencia
de activacion de la fibrindlisis, ya que se sabe que e | endotelio juega un papel
primordial en el control de la tasa de fibrindlisis y que dafios al endotelio afectan a la
fibrindlisis.

Por otra parte, el indice de coagulacion intravascular diseminada (CID) de los
perros fue calculado en 0,045, sugiriendo que la infecciorApgilatys Maracay no
provoco CID en los Beagles del presente trabajo, ya que segun Marbet y Griffith (196)
este indice debe encontrarse entre 0,15 y 0,40 para que pueda ser considerado como una
CID suave, y si es superior a 0,40 se trataria de una CID fuerte. Ademas, en el presente
estudio no fueron observadas, como consecuencia de la infeccién platys otras
alteraciones hemostaticas tipicas de la CID como: prolongaciéon del TP y del TTPa,
disminucion del fibrindgeno, elevacion de la concentracion de dimero-D y presencia de

esquistocitos, corroborando la ausencia de CID durante la infecciOi. poplatys
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Maracay. Lo anterior esta de acuerdo con la no alteracion del TLE ni del FvW, sugiriendo

la ausencia de dafio endotelial y ausencia de CID en los perros durante la infec&ién por

platys No existen reportes en la literatura sobre la relacion dntmatysy la CID.

Dafio vascular con posterior CID ha sido descrito en rickettsiosis canina y humana (71).
Por lo anteriormente expuesto, el mecanismo de la trombocitopenia observado en

esta infeccion experimental cén platystampoco fue debido al aumento de la utilizacion

de plaquetas por coagulacion intravascular diseminada (CID).
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CONCLUSIONES

1) El organismo intraplaquetario observado como inclusiones basofilicas en los FCB vy,
dentro de vacuolas en el citoplasma de las plaquetas observado por MET, fue
confirmado como una cep@naplasma platysla cual fue denominadaA. Platys
Maracay, demostrandose mediante analisis de la secuencia del ADNr 16S, aislado de
uno de los Beagles inoculado experimentalmente con esta cepa, la cual tiene una alta
similitud con las cepasA. platysVenezuela yA. platysLarg asi como con algunas

cepas de este anaplasma reportadas en otros paises.

2) Todos los perros desarrollaron la infeccion tipica producidaApglatys con un
periodo de incubacibn promedio de 8 dias, presentandose bacteriemia vy
trombocitopenia ciclicas cada 10 dias aproximadamente, evidenciandose tres picos de
bacteriemia en el mes de observacion. La temperatura corporal se elevd durante todos
los picos, manifestandose fiebre en algunos casos. La seroconversion fue registrada en
la cuarta semana postinfeccion con un aumento de titulos de anticuerpés anti-

platys

3) La trombocitopenia observada aparentemente no se debié a la supresion de la
produccion plaquetaria en la médula 6sea, ni tampoco a un aumento de su utilizacion
debido a dafio endotelial o a CID. La coincidencia de las trombocitopenias con los
picos de bacteriemia sugieren un dafio directo de la plaquetA. gaatys. Sin
embargo, en la etapa final de la fase aguda de la infeccién, con baja bacteriemia, esta
trombocitopenia aparentemente se presentd también como consecuencia de un
mecanismo inmunitario, como lo sugiere la presencia de anticuerpos antiplaquetas en

este periodo.
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4) La infeccion provocOd una anemia normocitica, normocromica en los picos de
bacteriemia, evidenciandose la presencia de eritrofagocitosis. También pudo
observarse disminucion no significativa del recuento de leucocitos y presencia de

leucocitos activados, asi como incrementos de hasta 30% de macroplaquetas.

5) Se observo una disminucion de la funcion plaquetaria (agregacion y secrecion) en los
picos de bacteriemia, coincidente con la disminucion del recuento plaquetario.
También se aprecido en algunos casos descenso de la agregacion plaquetaria con
recuentos normales de plaquetas, sugiriendo presencia de inhibidores plaquetarios en

la sangre o de plaquetas previamente activadas (exhaustas).

6) Aparentemente no ocurrio dafio endotelial a causa de la infecciOA. pplatys
Maracay, evidencidndose por la no alteracion del FvW, ni del tiempo de lisis de

euglobulina.

7) La infeccion experimental cof. platysMaracay no aumenté el riesgo de desarrollar
hemorragias en los perros, demostrado por la no alteracion de los tiempos de

coagulacion TP y TTPa, ni del FXIII de la coagulacion.

8) La concentracion de fibrinbgeno se incremento significativamente en todos los picos
de infeccion, por lo que puede ser utilizada como marcador importante de esta
infecciébn. También pudo apreciarse trombocitosis en la etapa final de la fase aguda,
siendo otro indicador de inflamacion e infeccion.

9) La infeccidon no provocoé hiperfibrinolisis, ya que el dimero D y el tiempo de lisis de

euglobulina no fueron afectados. Aparentemente tampoco se desarrolld6 coagulacion

intravascular diseminada (CID).
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Anexo 1.
Resultados de la secuenciacion del ADNr 16S e platysMaracay

aislado de la sangre de un perro Beagle infectado experimentalmente
con una cepa de esta rickettsia obtenida en la Ciudad de Maracay (Aragua)
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Anexo 2

Comparacion de la secuencia parcial del gen ARNr 16S de platysMaracay con
las secuencias parciales del gen ARNr 16S AeplatysVenezuela y A. platys Lara

190



Comparacién de las secuencias.parciales del ADNr 16S de

Maracay
Venezuela
Lara

Maracay
Venezuela
Lara

Maracay
Venezuela
Lara

Maracay
Venezuela
Lara

Maracay
Venezuela
Lara

Maracay
Venezuela
Lara

Maracay
Venezuela
Lara

Maracay
Venezuela
Lara

Maracay
Venezuela
Lara

tres cepas venezolanas de A. platys

o swe T sssadimenl sswslvwesl wesslamasd smorloml]
10 20 30 40 50
TGCATAGGAA TCTACCTAGT AGTATGGGAT AGCCACTAGA AATGGTGGGT
TGCATAGGAR TCTACCTAGT AGTATGGGAT AGCCACTAGA AATGGTGGGT
TGCATAGGAR TCTACCTAGT AGTATGGGAT AGCCACTAGA AATGGTGGGT

e wommmlinomseelll mmmkfairssl wens el e lwm |

60 70 80 90 100
AATACTGTAT AATCCCTGCG GGGGARAGAT TTATCGCTAT TAGATGAGCC
AATACTGTAT AATCCCTGCG GGGGAAAGAT TTATCGCTAT TAGATGAGCC
AATACTGTAT AATCCCTGCG GGGGAARGAT TTATCGCTAT TAGATGAGCC

FRY RPN [ (RO PPN TIPSR e Bl R |
110 120 130 140 150
TATGTTAGAT TAGCTAGTTG GTAGGGTAAA GGCCTACCAA GGCAGTGATC
TATGTTAGAT TAGCCAGTTG GTAGGGTAAA GGCCTACCAA GGCAGTGATC
TATGTTAGAT TAGCTAGTTG GTAGGGTAAA GGCCTACCRA GGCGGTGATC

vl sasmilamesl sevwlsess] wwvelmandl swsmlseag]
160 170 180 190 200
TATAGCTGGT CTGAGAGGAT GATCAGCCAC ACTGGAACTG AGATACGGTC
TATAGCTGGT CTGAGAGGAT GATCAGCCAC ACTGGAACTG AGATACGGTC
TATAGCTGGT CTGAGAGGAT GATCAGCCAC ACTGGAACTG AGATACGGTC

e s bl wmmasoenn | aiwais Limaa | vavel swiad
210 220 230 240 250
CAGACTCCTA CGGGRGGCAG CAGTGGGGAA TATTGGACAR TGGGCGCAAG
CAGACTCCTA CGGGAGGCAG CAGTGGGGAAR TATTGGACAA TGGGCGCAAG
CAGACTCCTA CGGGAGGCAG CAGTGGGGAA TATTGGACAA TGGGCGCAAG

|

sl wmwalsaiel sovoslewss]  soulasesl ssowliaesl
260 270 280 290 300
CCTGATCCAG CTATGCCGCG TGAGTGAGGA AGGCCTTAGG GTTGTAARAAC
CCTGATCCAG CTATGCCGCG TGAGTGAGGA AGGCCTTAGG GTTGTAAAAC
CCTGATCCAG CTATGCCGCG TGAGTGAGGA AGGCCTTAGG GTTGTARRAC

el wmnnalesazl wrnnbann] sl pased] SRS [ |
310 320 330 340 350
TCTTTCAGTG GGGAAGATAA TGACGGTACC CACAGAAGAA GTCCCGGCAA
TCTTTCAGTG GGGAAGATAR TGACGGTACC CACAGAAGAAR GTCCCGGCAA
TCTTTCAGTG GGGARGATAR TGACGGTACC CACAGAAGAA GTCCCGGCAA

R T [ IR [P [ [ | sl el |
360 370 380 390 400
ACTCCGTGCC AGCAGCCGCG GTAATACGGA GGGGGCAAGC GTTGTTCGGA
ACTCCGTGCC AGCAGCCGCG GTAATACGGA GGGGGCAAGC GTTGTTCGGA
ACTCCGTGCC AGCAGCCGCG GTARTACGGA GGGGGCAAGC GTTGTTCGGA

ol wmmslarensll enas ) asen | s lesel wwilessy]
410 420 430 440 450
ATTATTGGGC GTARAGGGCA TGTAGGCGGT TCGGTAAGTT ARAGGTGAAA
ATTATTGGGC GTAAAGGGCA TGTAGGCGGT TCGGTAAGTT AAAGGTGAAA
ATTATTGGGC GTAAAGGGCE TGTAGGCGGT TCGGTAAGTT AAAGGTGAAA

191

191



Continuacién de la comparacién _de las secuencias parciales
del ADN 16s de tres cepas venezolanas de a. platys

|| vl - sellmasal] sselames] sseallaesid]

sikiarena 2 3 7 i
460 470 480 490 500

Maracay TGCCAGGGCT TAACCCTGGA GCTGCTTTTA ATACTGCCAG ACTCGAGTCC
Venezuela TGCCAGGGCT TAACCCTGGA GCTGCTTTTA ATACTGCCAG ACTCGAGTCC
Lara TGCCAGGGCT TAACCCTGGA GCTGCTTTTA ATACTGCCAG ACTCGAGTCC
shwmmad] | wewed wess]] s sesel wwaglasssl sensia e
" 510 520 530 540 550
Maracay GGGAGAGGAT AGCGGAATTC CTAGTGTAGA GGTGAARATTC GTAGATATTA
Venezuela GGGAGAGGAT AGCGGAATTC CTAGTGTAGA GGTGAAATTC GTAGATATTA
Lara GGGAGAGGAT AGCGGAATTC CTAGTGTAGA GGTGAAATTC GTAGATATTA
o L Ll [ e R e L M e
560 570 580 590 600
Maracay GGAGGAACAC CAGTGGCGAA GGCGGCTATC TGGTCCGGTA CTGACGCTGA
Venezuela GGAGGAACAC CAGTGGCGAAR GGCGGCTATC TGGTCCGGTA CTGACGCTGA
Lara GGAGGAACAC CAGTGGCGAA GGCGGCTATC TGGTCCGGTA CTGACGCTGA
ol aaswil mumsen] e
610
Maracay GGTGCGARAG CGTGGG
Venezuela GGTGCGARAG CGTGGG
Lara GGTGCGRARG CGTGGG
192

192



FINALIZACION DE LA TESIS DCOTORAL

POSTGRADO DE MEDICINA VETERINARIA - UCV
OCTUBRE DE 2011
AUTORA: Lic. Esp. MILEDYS APOLONIA OVIEDO SOSA

TUTORA: Dra. GUADALUPE PILAR BALDIZAN

193



