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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue caracterizar las alteraciones ecocardiogréficas de perros
cardidpatas con infeccidn natural por T. cruzi. Se realiz6 un estudio transversal a 130 perros
domiciliados positivos a T. cruzi a los que se les realizé una ecocardiografia para medir los
indicadores de estructura, funcion sistdlica y diastolica del ventriculo izquierdo, e identificar
patrones del flujo transmitral. Los animales se agruparon conforme a la presencia o ausencia
de cardiomiopatia dilatada (CMD). Se determiné la frecuencia de las alteraciones en los
indicadores, estos se compararon ente grupos, se analizé la asociacion entre patrones de flujo
y severidad de la enfermedad, y finalmente se calcularon los intervalos de prediccion de 95%
de cada variable. En el grupo sin CMD se encontré disminucion del diametro del ventriculo
izquierdo en diastole (DVId) (33.91%), diametro del ventriculo izquierdo en sistole (DVIs)
(35.65%), de la fraccion de acortamiento (FA) (25.22%) y engrosamiento del septo
interventricular en sistole (SIVs) (20%). En perros con CMD se encontré dilatacion del DVId
(100%), del DVIs (26.67%), engrosamiento del SIVs (26.67%) y disminucién de la FA
(33.34%). Hubo diferencias significativas (p <0.05) en el septo interventricular en diastole
(SIVd), DVId, pared del ventriculo izquierdo en diastole (PVId) y DVIs. No se encontrd
asociacion entre patrones de flujo y la severidad del dafio por la enfermedad, y se determino
que el rango de valores del indice de prediccion caracteriza los indicadores ecocardiograficos
de estructura y funcién del ventriculo izquierdo de perros cardidpatas con infeccion natural
por T. cruzi.

Key words: alteraciones ecocardiogréaficas, perro, Trypanosoma cruzi, ventriculo izquierdo,
patrones de flujo
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1. INTRODUCCION

La Tripanosomiasis Americana es una enfermedad infecciosa causada por
un protozoario flagelado y transmitida por vector del género Triatominae (Quiroz-
Romero, 1990). Infecta al humano y a varias especies de mamiferos silvestres y
domeésticos incluyendo el perro (Kirchhoff, 2011). Aunque esta presente en varios
continentes, se distribuye principalmente en gran parte del continente americano,
de forma particular en Centro y Sudamérica consideradas como regiones
endémicas. En Yucatan, la enfermedad se ha detectado en perros tanto en zonas
rurales como urbanas (Jiménez-Coello et al., 2008), donde se informa una
prevalencia general de 12.2 % (Jiménez-Coello et al., 2015).

El agente causal de la Tripanosomiasis Americana es el Trypanosoma cruzi
(T. cruzi), hemoparasito flagelado perteneciente género Trypanosomae que mide
de 16 a 20 ym de largo (Taylor et al., 2016) y se caracteriza por tener diversas
cepas, actualmente clasificadas como unidades de tipificacién discreta (DTU por
sus siglas en inglés) (Zingales et al., 2012; Higuera et al., 2013; Guhl, 2016); las que
difieren en patogenicidad, virulencia y localizacion en tejidos del hospedero, asi
como en distribucion geografica y asociaciones epidemioldgicas. La DTU de mayor
prevalencia en México y Centroamérica (Tcl) es cardiotropica y altamente
patogénica (Miles et al., 2009; Espinoza et al., 2010; Guhl, 2016).

Cuando T. cruzi infecta a humanos y perros, puede formar nidos en su estado
de amastigote en los tejidos del sistema nervioso central, reticulo-endotelial,
musculo cardiaco y estriado. Esto ocasiona, en la fase cronica de la enfermedad,
cardiomiopatia dilatada, arritmias ventriculares, endocarditis, endocardiosis valvular
e insuficiencia cardiaca congestiva (Camacho y De Oliveira, 2007; Graiff, 2010;
Rassi Jr. et al., 2010; Rassi y de Rezende, 2012).

La ecografia ha sido empleada para caracterizar las alteraciones
ecocardiograficas en personas con Enfermedad de Chagas (Yacoub et al., 2003;
Garcia-Alvarez et al., 2010; Ramirez et al., 2010; Valerio et al., 2011), al igual que
en diversos modelos animales (Carvalho et al., 2003; de Oliveira et al., 2016). En

los caninos se han reportado algunos cambios ecocardiograficos en pacientes



infectados con T. cruzi, pero se han realizado con tamafios de muestra tan
reducidos que tales anomalias no se pueden generalizar a toda la poblacion (Barr
et al., 1992; Meurs et al., 1998; Pascon et al., 2010). Por tanto, el objetivo de este
trabajo fue caracterizar las alteraciones ecocardiograficas de perros cardidépatas con

infeccion natural por T. cruzi.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Epidemiologia de la Tripanosomiasis Americana
2.1.1 Distribucion y prevalencia

La Tripanosomiasis Americana afecta a 8 millones de personas alrededor del
mundo, principalmente en América Latina, donde es endémica en 21 paises con
cerca de 100 millones de personas viviendo en zonas de riesgo de infeccion.
Anualmente se informan un total de 56 mil nuevos casos y 12 mil muertes (OPS y
OMS, 2018). En México las cifras oficiales en el periodo de 2000 a 2013 reportaron
5463 casos entre agudos, crénicos e indeterminados, lo que representaba una
incidencia ascendente de 0.07 a 0.7. De acuerdo con el mismo informe, las
entidades con mayor numero de casos son Veracruz (17.9%), Yucatan (14.8%) y
Oaxaca (14.5%) (Secretaria de Salud, 2014b). En 2016, se notificaron casos en
todos los estados de la republica, con excepcion de Baja California'y Colima, lo que
signific6 un aumento anual de 0.1 casos por cada 100 mil habitantes, alcanzando
una incidencia de 0.9 en 2015 (Secretaria de Salud, 2016). Yucatan fue el estado
mas afectado entre 1999 y 2014 con 166 casos (Servicios de Salud de Yucatan,
2014), los que equivalen a una incidencia de 2.9 (Secretaria de Salud, 2016). En
2017 se reportaron en México 173 casos de Enfermedad de Chagas aguda y 560
en su presentacion cronica, de los cuales, 7 y 50 respectivamente corresponden a
Yucatan (Secretaria de Salud, 2018a).

La tasa de mortalidad en personas registrada en México ha sido estable, pues
fluctué entre 0.02 y 0.03 + 0.1 defunciones por cada 100 mil habitantes en el periodo
de 2000 a 2013 (Secretaria de Salud, 2014b), de 2014 a 2016 aumento, de 0.03 a
0.05 (Secretaria de Salud, 2018b).

La enfermedad ha sido detectada en perros en Yucatan, tanto en zonas rurales
como urbanas (Jiménez-Coello et al., 2008), donde se reporta una prevalencia
general de 12.2% (Jiménez-Coello et al., 2015). Se desconoce la tasa de mortalidad

por Tripanosomiasis Americana de perros en México.



2.1.2 Agente etiolbgico

El agente causal de la Tripanosomiasis Americana es el protozoario flagelado
Trypanosoma cruzi (T. cruzi). (Weese et al., 2011; Taylor et al., 2016). Este es un
parasito que pertenece al phylum Euglenozoa, clase Kinetoplasta, orden
Trypanosomatida, familia Trypanosomatidae, género Trypanosomae, y también es
conocido como Schizotrypanum cruzi, Trypanosoma lesourdi, Trypanosoma rhesii,

Trypanosoma prowazeki, Trypanosoma vickersae (Taylor et al., 2016) .

Los tripanosomas son organismos unicelulares con un solo nucleo ubicado cerca
de la porcion media de su cuerpo, el que tipicamente tiene forma de huso con una
membrana ondulante a lo largo de su eje y un flagelo que se origina en un organelo
mitocondrial rico en ADN llamado kinetoplasto, que se aprecia como un
abultamiento hipercromético ubicado en la porcion anterior del parasito (Bowman,
2008; Taylor et al., 2016). De la porcion anterior del kinetoplasto se origina una serie
de micro tabulos que conforman el cuerpo basal del flagelo, estos se extienden a lo
largo de la membrana ondulante hasta el extremo opuesto del parasito. Los tubulos
flagelares se encuentran rodeados por una membrana, y juntos conforman el
paquete flagelar (Bowman, 2008; Girard-Dias et al., 2012). En ocasiones el
kinetoplasto es dificil de diferenciar del nucleo, ya que ambos contienen abundante
ADN (Wheeler et al., 2012). Otros organelos presentes en los tripanosomas son el
complejo vacuolar contractil, complejo de Golgi, ribosomas, reservosomas y

espongioma (Girard-Dias et al., 2012).

Durante su ciclo vital, T. cruzi presenta tres estadios: El tripomastigote, que a su
vez se divide en dos categorias; el metaciclico o etapa infectiva en que el vector lo
deposita en sus heces sobre el hospedero y trypomastogote sanguineo (figura 1),
cuando éste se disemina via la sangre del hospedero. Los amastigotes (figura 1),
gue son estados quisticos y carentes de flagelo, que se depositan en los tejidos de
los 6rganos blanco para multiplicarse. El tercer estadio es el epimastogote, forma

en que se reproduce en el tracto digestivo del vector (Weese et al., 2011).

El parasito mide de 16 a 20 ym de largo en su fase de tripomastigote y 1.5 a

4um como amastigote (Taylor et al., 2016). La posicion del kinetoplasto difiere entre
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trypomastogote y epimastigote, en el primero se ubica posterior al nicleo, mientras
gue en el segundo se haya inmediatamente anterior (Bowman, 2008), Ademas, en
el epimastigote se distingue una profunda invaginacién de la membrana plasmatica
adyacente al paquete flagelar, conocida como citostoma, y a su continuacioén tubular
hacia el interior de la célula se denomina citofaringe. Este complejo citostoma-
citofaringe se separa del paquete flagelar por un segmento de membrana
plasmatica conocida como cresta oral. Al parecer la funcién de dicho complejo es la
endocitosis de macromoléculas como transferrina, albumina, peroxidasa y
particulas de lipoproteinas de baja densidad. El citostoma-citofaringe también se
observa en el amastigote, pero desaparece en la forma infectiva de tripomastigote
(Alcantara et al., 2014).

Figura 1. Tripomastigote sanguineo (imagen superior) en un frotis de
sangre canina con tincion de Wright. Quistes o nidos de amastigotes

en muasculo cardiaco (imagen inferior)
Tomado de: Bowman (2008)



Desde su descubrimiento en 1909 por Carlos Chagas (OMS, 2016), se han
descrito diversas sub-poblaciones o cepas de T. cruzi. Al principio se agrupaban o
clasificaban de acuerdo a criterios morfologicos, biolégicos o al lugar donde se
aislaban. Entre otras se conocen las cepas CA1l, Tulahuén, Be62, Be78, San Felipe
(SF), Boliviana, cepa Y, Colombiana, Berenice (Be 62 y Be78) y ABC (Graiff, 2010;
Matta-Guedes et al., 2016). Debido a su variabilidad genética y la relacion de ésta
con la patogenicidad y sus caracteristicas eco-epidemiolégicas, la comunidad
cientifica se ha dado a la tarea de homogenizar criterios para tipificar las cepas de
T. cruzi, con el fin de tener las herramientas para un mejor entendimiento del
parasito y su epidemiologia con mira al control de la enfermedad (Zingales et al.,
2012). Para lo cual, se han identificado marcadores o “etiquetas” moleculares a
través de los cuales se le clasifica en 6 unidades de tipificacion discreta o DTUs (por
sus siglas en inglés), conocidos como Tc y numerados del | al VI (Zingales et al.,
2009). A su vez el Tcl tiene cinco genotipos denominados Tcla, Tclb, Tclc, Tcld y
Tcle (Ramirez et al., 2010). La tipificacion se basa en la secuenciacion de tres
marcadores moleculares: 24Sa rDNA, la proteina de choque térmico 60 o HSP60
(por sus siglas en inglés) y el loci glucosa-6-fosfato isomerasa o GPI (Zingales et
al., 2012). Los DTUs difieren entre si, tanto en patogenicidad, virulencia y
localizacion en tejidos del hospedero, como en distribucidbn geogréfica y
asociaciones epidemioldgicas (Higuera et al., 2013; Guhl, 2016). Sin embargo, el
tropismo del parasito no s6lo depende del DTU implicado, hay también factores
intrinsecos del hospedero que lo determinan como sexo, edad, especie, raza,
estado inmunolégico y nutricional. De manera general son mas susceptibles los
individuos jovenes, machos o de sexo masculino en caso del sujeto humano, asi

como pacientes inmunodeprimidos y desnutridos (Graiff, 2010).

En México y Centroamérica el DTU con mayor prevalencia es Tcl (Miles et al.,
2009; Guhl, 2016), y se ha demostrado que es cardiotropico y altamente patogénico
(Miles et al., 2009; Espinoza et al., 2010; Guhl, 2016).



2.1.3 Vias de transmision

La principal forma de transmisién es por contacto con las heces de insectos
triatomineos hematdéfagos infectados, quienes defecan mientras se alimentan del
hospedero y cuando éste se rasca en el sitio del piquete permite que las heces
contaminen las escoriaciones auto infringidas en la piel o mucosas (Kirchhoff, 2011;
Weese et al., 2011; Snowden y Budke, 2013; Rodrigues-Coura, 2015; OMS, 2016;
Taylor et al.,, 2016) Otras vias de transmisidn reportadas son la transfusion
sanguinea o trasplante de drganos infectados, transplacentaria de madre a hijo
durante la gestacion o el parto, por accidente de laboratorio y via oral, por el
consumo directo del vector o de alimento contaminado con sus excretas (Kirchhoff,
2011; Weese et al., 2011; Rodrigues-Coura, 2015; OMS, 2016).

Desde hace algun tiempo se conoce otra via de contagio, que es la transmision
directa a través de las secreciones de las glandulas odoriferas (sacos anales) de
las zarigleyas cuando estos fluidos entran en contacto con las mucosas,
extremidades y alimento de otros animales y el hombre (Naiff et al., 1987; Valente-
da Silva et al., 1999; Herrera y Urdaneta-Morales, 2000); ya que de tales érganos
se han aislado epimastigotes y tripomastigotes meta ciclicos con capacidad infectiva
(Deane et al., 1984; Jansen et al., 1991).

2.1.4 Transmision vectorial

Los vectores involucrados en la transmision de la enfermedad pertenecen al
orden Hemiptera, familia Reduviidae, subfamilia Triatominae, géneros Rhodnius,
Panstrongylus y Triatoma (Secretaria de Salud, 2015a), aunque los géneros
Meccus, Belminus, Dipetalogaster, Eratyrus y Paratriatoma también se reportan
como transmisores (Salazar Schettino et al., 2010). En el continente americano las
principales especies conocidas como transmisoras son: Triatoma infestans,
Panstrongylus megistus, Rhodnius prolixus, T. dimidiata, T. brasiliensis, T.
pseudomaculata, T. sordida, T. maculata, P. geniculatus, R. ecuadoriensis y R.
pallescens (Rodrigues-Coura, 2015). En México, de las 31 especies de la subfamilia
Triatominae, 19 del género Triatoma se han encontrado infectados naturalmente por

T. cruzi, entre las que destacan T. longipennis, T. mexicanay T. barberi (Ramsey et
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al., 2015); también se reporta a Meccus bassolsae, M. longipennis, M. mazzottii, M.
pallidipennis, M. phyllosomus, M. picturatus, T. gerstaeckeri, T. rubida,
Dipetalogaster maxima, P. rufotuberculatus y R. prolixus (Licon-Trillo et al., 2010;
Salazar Schettino et al., 2010; Martinez-Ibarra et al., 2016), siendo T. dimidiata la
especie mas dispersa en el pais y la predominante en la peninsula de Yucatéan,
donde también se reporta (en el estado de Campeche) a P. rufotuberculatus
(Salazar Schettino et al., 2010). De la primera especie (T. dimidiata) se han
identificado en la entidad dos grupos taxondmicos y sus hibridos (Herrera-Aguilar et
al., 2009).

La capacidad de dispersion del vector influye directamente sobre la transmision
de la enfermedad, a su vez tal habilidad de dispersarse depende de caracteristicas
anatomicas como el largo de las alas; al respecto, un estudio realizado en Yucatan
(Nouvellet et al., 2011), encontré que las dimensiones del ala en T. dimidiata esta
influenciada por el sexo y el estatus infectivo del vector, asi pues la alas son mas
grandes en hembras que en machos y en individuos infectados con T. cruzi que en

aquellos que no lo estan.
2.1.4.1 Ciclo biolégico de T. cruzi en el vector

El triatomino se contamina con T. cruzi exclusivamente al alimentarse de un
mamifero infectado en etapa de parasitemia, ya que no es posible la transmision
vertical. El protozoo es ingerido en forma de tripomastigote sanguineo y al llegar al
intestino se transforma en epimastigote. En este estadio se multiplica en grandes
cantidades por fisién binaria y el llegar a la porcion inferior del tracto digestivo del
insecto se vuelve a transformar, ahora en tripomastigote meta ciclico, que es la
forma en que se elimina por las heces, para comenzar el ciclo infectivo al picar a
algun mamifero para alimentarse de su sangre como ya se ha descrito (Kirchhoff,
2011; Weese et al., 2011).

2.1.5 Hospederos y reservorios

De acuerdo a Romero-Lopez y Martinez-Maya (2010), un hospedero es un

animal vivo que de manera natural permite que un agente infeccioso se aloje y



circule en él, sufriendo o no la infeccion de dicho agente; por otro lado, se considera
como reservorio de una enfermedad, a aquel hospedero que es capaz de mantener
por largo tiempo las poblaciones del agente etiolégico en un ecosistema, que
presenta cargas parasitarias que garantizan su transmisibilidad y que tiene una
densidad poblacional apropiada que facilite el encuentro hospedero-vector,
hospedero-ambiente o hospedero-hospedero segun el tipo de transmision (Herrera,
2010). Desde este punto de vista, tanto el perro como el humano son susceptibles
a T. cruzi y capaces de alojarlo durante largos periodos de tiempo (Camacho y De
Oliveira, 2007; Rassi y de Rezende, 2012; OMS, 2016), por lo que se pudiese
suponer que ambos son hospederos definitivos, ya que se sabe que la fase
transmisible al vector (tripomastigote sanguineo) solo circula en sangre durante la
etapa aguda de la infeccidn, pues en la crénica permanece formando quistes o nidos
(amastigotes) en los tejidos (Graiff, 2010; Rassi Jr. et al., 2010). Sin embargo, si se
considera la capacidad del parasito para reactivarse, bajo ciertas circunstancias, y
volver a la circulacién aun en la fase cronica (Rassi y de Rezende, 2012; Salvador

et al., 2015), ambos puedan considerarse también como reservorios.

De los mamiferos domésticos el perro, puede ser el principal reservorio de la
Tripanosomiasis Americana (Jiménez-Coello et al., 2010b; Weese et al., 2011; da
Fonseca-Fernandes et al., 2016), aunque el gato también puede tener esa funcion
(Jiménez-Coello et al., 2012). En ambos, es importante la infeccion via ingesta del
vector o de otros reservorios como roedores haciendo posible la reinfeccion
continua, motivo por lo que suele existir una desproporcidn entre casos positivos de
perros y personas que viven en una misma zona (Jiménez-Coello et al., 2010a; da

Fonseca-Fernandes et al., 2016).

Entre los animales silvestres se ha demostrado la presencia de T. cruzi en 180
especies de mamiferos de los oOrdenes Didelphidomorphia, Lagomorpha,
Chiroptera, Rodentia, Pilosa, Cingulata, Carnivora, Primata, Perisodactyla (Herrera,
2010; Kirchhoff, 2011; Rodrigues-Coura, 2015). En Yucatan la zarigleya (Didelphys
virginiana) tiene un papel destacado como reservorio sinantropico, con una

prevalencia de 53.9% (Ruiz-Pifia y Cruz-Reyes, 2002).



2.1.6 Aspectos medioambientales

La transmision vectorial a las personas y animales domeésticos se da
principalmente cuando invaden el habitat natural del vector y los reservorios
silvestres, o cuando estos invaden areas domésticas. Este traslape de habitats
permite que la enfermedad pueda transmitirse también entre mamiferos silvestres y

domeésticos, e inclusive del hombre a estos (Rodrigues-Coura, 2015).

Un factor importante para la sobrevivencia del vector y su subsecuente
capacidad de transmitir la enfermedad es la temperatura. Se sabe que al no tener
centro termorregulador los triatominos dependen de la temperatura ambiental, por
lo que el rango ideal para su desarrollo es entre 26 y 30 °C. (Salazar Schettino et
al., 2010; Martinez-lbarra et al., 2016). Los materiales de construccion y las
condiciones de higiene también influyen en la sobrevivencia y capacidad de
adaptacion del vector a la vivienda humana, esto en funcion de la oportunidad dada
al insecto de encontrar madrigueras y temperaturas adecuadas para su desarrollo.
En general, las casas construidas con materiales rasticos (madera, palma, adobe,
suelos de tierra) y la presencia de bardas de piedra, vegetacion silvestre en el
peridomicilio, y hasta el alumbrado publico, perpetdan la infestacion de T. dimidiata
(Dumonteil et al., 2013; Zamora et al., 2015).

Se ha determinado que los perros que pernoctan y/o que habitan fuera de la casa
tienen mayor oportunidad de ser picados por T. dimidiata (Jiménez-Coello et al.,
2015), de manera especial si la vivienda tiene las caracteristicas arriba descritas o
se ubica dentro o rodeada de zonas silvestres.

2.2 Patogenia

Una vez que el parasito entra al hospedero, comienza a circular en el torrente
sanguineo al invadir a los macrofagos, disemindndose asi por todo el organismo
(Vitt et al., 2016). Los tripomastigotes se adhieren a éstos mediante moléculas de
adhesion intercelular solubles en el suero (s-ICAM) y moléculas solubles de
adhesion vascular (s-VCAM). La entrada al macréfago se da mediante el

reconocimiento ligando receptores, a través de moléculas tipo lectina y receptores
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de la familia de las integrinas, especificamente la Fibronectina (Fn), que actia como
puente (Palau, 2016).

En los macréfagos los tripomastigotes de T. cruzi pueden transformarse en
amastigote y multiplicarse por fision binaria (Weese et al., 2011). La union de los
estados de amastigotes a macrofagos es facilitada por moléculas receptoras de
Manosa y otras proteinas tipo lectinas. Para su transformacion y la subsecuente
multiplicacion intracelular se requiere de una molécula conocida como cruzipain,
que es una proteasa de cisteina producida por el parasito (Palau, 2016). Después
de multiplicarse, los amastigotes se transforman nuevamente en tripomastigotes,
entonces modulan la apoptosis, adelantandola o propiciandola, con el fin de romper
los macrofagos que los albergan y facilitar su liberacion de nuevo a la circulacion
(Weese et al., 2011; Palau, 2016).

Los tripomastigotes circulantes infectan principalmente el miocardio. Para su
entrada en este tipo de células no solo interviene la Fn, también actlan receptores
colinérgicos y adrenérgicos en mioblastos y células cardiacas respectivamente,
incluso se encuentra la Penetrina que promueve la adhesion del tripomastigote a la
matriz extracelular (Palau, 2016). Este proceso puede ocurrir también en tejido

nervioso, linfatico, hepatico, esplénico, gastrointestinal y adrenal (Vitt et al., 2016).

Al entrar el tripomastigote en la célula hospedera es rodeado por una
estructura conocida como vacuola parasitofora, que se forma debido a la estrecha
union entre las membranas celular y lisosomal en el sitio donde se adhiere la
membrana del parasito. La sobrevivencia de éste en parte se debe a moléculas
ancladas a su membrana por el glycosil-phosphatidil-inositol (GPI), tales como las
glicoproteinas gpS2 y gp90. Una vez dentro de la vacuola parasitéfora, T. cruzi
escapa de ella al secretar una toxina formadora de poros conocida como TC-TOX,
la cual no es toxica para el mismo agente debido a la accion de la neuraminidasa
que transfiere uniones alfa del acido sialico de la célula a la membrana parasitaria,
haciéndola resistente a su misma TC-TOX. Se sabe que la neuraminidasa también
deprime la accion de las células del sistema inmune del hospedero. Otros factores

gue permiten a T. cruzi establecerse en las células blanco son la interferencia en la
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combustion respiratoria del fagocito, ya sea neutralizando los derivados toxicos del
oxigeno cuando se forman o inhibiendo la actividad de su combustion respiratoria,
gue da como resultado inhibicién de la sintesis de 6xido nitrico (NO), la falta del cual
hace a los macréfagos incapaces de destruir organismos intracelulares (Palau,
2016).

Una vez dentro de las células cardiacas, los tripomastigotes se transforman
nuevamente en amastigotes, los cuales pueden formar pseudo quistes. Al parecer,
las excretas de los amastigotes (Co?, acetato y succinato) causan dafio téxico en el
hospedero (Camacho y De Oliveira, 2007), lo que produce una respuesta
inmunomediada que provoca degeneracion del tejido cardiaco y sustitucion de este
por fibras de colageno (Guedes et al., 2007; Garzoni et al., 2008; Cunha-Neto et al.,
2011). Sin embargo, se sabe que, en pacientes humanos inmunosuprimidos por
otras infecciones, neoplasias o enfermedades autoinmunes, los amastigotes
pueden reactivarse, transformarse en tripomastigotes, romper las células que los

albergan y volver a la circulacién (Rassi y de Rezende, 2012; Salvador et al., 2015).

Los tripomastigotes pueden detectarse en frotis sanguineos tan temprano
como a los 3 dias post infeccidon y a los 14 dias llegan a los tejidos transformandose
en amastigotes; la parasitemia alcanza su pico a los 17 dias (Vitt et al., 2016). La
parasitemia disminuye al momento que la respuesta humoral y celular del
hospedero aumenta, es entonces cuando se inicia la etapa crénica. Los individuos
que no son capaces de generar esta respuesta inmune, generalmente mueren al no
poder controlar la infeccion (Graiff, 2010), pues se ha visto que cargas parasitarias
mayores a 2000 tripomastigotes por kg de peso del hospedero son mortales
(Quijano-Hernandez et al., 2012).

La respuesta humoral primaria se inicia con la produccion de IgA e IgM desde
la segunda semana post infeccion, los niveles de estas descienden a la
decimoquinta y vigésima semanas respectivamente. La IgG se detecta entre la
segunda y cuarta semanas, ascendiendo de forma continua hasta la trigésima

cuando se mantiene estable durante la fase cronica. Este comportamiento parece
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ser independiente de la cepa (Guedes et al., 2007), pero puede alterado por la carga
parasitaria o dosis infectiva (Quijano-Hernandez et al., 2012).

El control parasitario y la supervivencia del hospedero dependen de tres
factores: La inmunidad mediada por células, que proveen un efecto protector con
respuesta de anticuerpos; la activacion de macréfagos por accién del interferén
gamma (IFN) para provocar la muerte intracelular del parasito y los mecanismos
efectores dependientes de moléculas clase |. Hoy se sabe que el IFN gamma, IL2 y
TNF producido por células Thl tiene un papel protector relacionado con la
resistencia, mientras que las linfoquinas IL10 y IL4 producidas por Th2 favorecen la
infeccién, pues para evitar la muerte parasitaria, T. cruzi es capaz de inducir la
produccion de estas citosinas por el hospedero (IL 10 y TGF-b), inhibiendo la accién

trypanomicida de los macréfagos activados (Palau, 2016).
2.3 Presentacion clinica
2.3.1 Fase aguda

En el humano durante la fase aguda de la enfermedad se puede presentar un
cuadro de miocarditis aguda y/o meningoencefalitis, que en el 10% de las ocasiones
es mortal (Secretaria de Salud, 2016), los sintomas clinicos mas frecuentes son
fiebre, cefalea, linfomegalia, palidez, mialgia, distress respiratorio, distencion y dolor
abdominal o toracico (OMS, 2016).

La infeccidn en los perros también causa miocardiopatias. En la etapa aguda los
pardsitos (en etapa de amastigote) pueden encontrarse principalmente en el
miocardio, pero también han sido aislados en cerebro, linfonodos, liquido
cefalorraquideo, higado, bazo, tracto gastrointestinal y glandulas adrenales. En
corazon se reporta severa pancarditis linfoplasmocitica e histiocitica necrotizante en
ambos atrios y ventriculos, lo que provoca dilatacién cardiaca derecha, taquicardia
supra ventricular, bloqueo de rama izquierda, taquicardia ventricular sostenida y
disfuncion sistolica (Vitt et al., 2016).
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La forma digestiva se ha estudiado en modelos murinos. Durante la fase aguda
se observan cambios inflamatorios degenerativos y necrosis de las células

musculares inducida por la inflamacién (Campos et al., 2016).
2.3.2 Fase crdnica asintomética

La etapa cronica asintomatica puede durar toda la vida del paciente (60% de los
casos) o tener una duracion de entre 15 a 20 afios antes de pasar a la fase cronica
sintomética (Secretaria de Salud, 2016). En los perros ocurre una situacion similar,
los cambios en el corazén se van sucediendo de forma silenciosa durante algunos
meses a afios (Camacho y De Oliveira, 2007), mientras el dafio causado por el
parasito produce una respuesta inmunomediada que provoca degeneracion del
tejido cardiaco y sustitucion de este por fibras de colageno (Guedes et al., 2007,
Garzoni et al., 2008; Cunha-Neto et al., 2011).

2.3.3 Fase croénica sintoméatica

En humanos durante ésta fase, dependiendo de la cepa de T. cruzi presente,
puede desarrollarse un cuadro clinico cardiaco y/o digestivo (Higuera et al., 2013).
En el humano 10% de los pacientes crénicos presenta alteraciones digestivas
(megaesdéfago y megacolon), neuroldgicas o mixtas; mientras que 30% presentan
el cuadro cardiaco (OMS, 2016), el cual consiste en disfuncion contractil del
miocardio y arritmias altamente emboligénicas, que luego evoluciona en una
cardiomiopatia dilatada e insuficiencia cardiaca congestiva (Secretaria de Salud,
2016).

En los pacientes caninos también se reportan arritmias ventriculares,
endocarditis, endocardiosis valvular e insuficiencia cardiaca congestiva. Se cree
que la arritmia es debida a pérdida de ganglios parasimpaticos atriales y fibras
neuronales del haz de His (Graiff, 2010). Debido a la degeneracion vy fibrosis ya
mencionada, se desarrolla atrofia de musculos papilares y anillos valvulares, que
desencadena la insuficiencia valvular. El miocardio disminuye su contractibilidad, lo
que adicionado a los mecanismos compensatorios cardiovasculares, crea un

aumento de la precarga que da como resultado, en la fase terminal de la etapa
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cronica, la cardiomiopatia dilatada (Camacho y De Oliveira, 2007). Estas
alteraciones provocan disfuncion diastoélica y sistolica como se observa en perros
con cardiomiopatia dilatada primaria, en los que se reporta disminucion del flujo
atrio-ventricular y reduccion en las fracciones de eyeccion y acortamiento (Chetboul,
2016).

. El cuadro digestivo en etapa cronica se caracteriza por inflamacion focal en los
plexos de Auerbach, pérdida de neuronas y disminucion de la densidad de haces
de nervios intramusculares, lo que causa el tipico megacolon y megaesoéfago
(Campos et al., 2016).

2.4 Diagnostico
2.4.1 Técnicas de observacion directa

En el diagndstico de la Tripanosomiasis Americana se deben considerar algunas
técnicas o pruebas diagndsticas junto con los sintomas y la historia clinica (Weese
et al., 2011). En la etapa aguda los tripomastigotes sanguineos pueden ser
observados directamente mediante frotis de sangre o de centrifugados de la capa
flogistica (método de Strout) con tincion de Giemsa (Weese et al., 2011; Secretaria
de Salud, 2014a; Secretaria de Salud, 2015b; Vitt et al., 2016).

El xenodiagndstico también se emplea para identificar la presencia del agente,
el cual consiste en utilizar ninfas de vectores no infectados como medio de cultivo
del parasito. Los triatominos succionan la sangre del paciente sospechoso y en los
dias 10, 15, 30 y 60 post succion se analizan sus excretas en busca de
tripomastigotes meta ciclicos, ya que el ciclo de T. cruzi en el vector es de 2 a 4
semanas (Graiff, 2010). El hemocultivo también es una técnica empleada para el
diagndstico directo de la enfermedad (Secretaria de Salud, 2015b), la cual consiste
en incubar el paquete celular del paciente sospechoso a 26-28°C, con la posterior

revision de los cultivos en los mismos periodos del xenodiagnéstico (Graiff, 2010).
2.4.2 Serologia

La serologia es considerada el método de oro para el diagnodstico de
Tripanosomiasis en la etapa cronica de la enfermedad (Weese et al., 2011), ya que
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se trata de técnicas que estan dirigidas a detectar anticuerpos contra antigenos de
superficie y citoplasméticos (Graiff, 2010). Las pruebas a emplear son ELISA,
inmunofluorescencia indirecta (IFI), hemoaglutinacion indirecta (HAI) e inmuno
electro transferencia o Western blot (Secretaria de Salud, 2014a; Secretaria de
Salud, 2015b). ELISA y HAI son sugeridas como pruebas de tamizaje, la
sensibilidad y especificidad de la primera dependen de la composicion antigénica
(totales o recombinantes) y la fuente del antigeno, mientras que la segunda es
altamente sensible pero poco especifica. IFI por su alta especificidad se usa como
segundo paso para resolver discrepancias, mientras que Western blot (sensibilidad
y especificidad elevada) debe usarse con muestras de alto grado de dificultad
cuando después de correr las anteriores todavia existiese duda (Secretaria de
Salud, 2014a).

2.4.3 Técnicas moleculares

En la actualidad ya se cuenta con pruebas moleculares que ademas de ser
altamente sensibles y especificas, son rapidas y permiten identificar hasta el 25%
del material genético de un solo parasito en el hospedero, tal es el caso del PCR, la
qgque ademas tiene la ventaja de no producir reacciones cruzadas con otros
hemoflagelados (Graiff, 2010), sin embargo cuando no hay parasitemia, como en la
etapa crénica, es posible que esta prueba no detecte los casos positivos, por lo que
debe complementarse con alguna de las serolégicas. Debido a esto se recomienda
usarse en casos de infecciébn congénita y en investigacion (Secretaria de Salud,
2014a).

2.4.4 Pruebas de gabinete

Las pruebas de gabinete se han empleado para tratar de determinar cambios
asociados a la infeccion en el humano como en modelos animales. El primero en
usarse ha sido la electrocardiografia o electrocardiograma (ECG). Estudios en
personas han encontrado gran diversidad de alteraciones que van desde bloqueos
de diversos grados en ambas ramas, bloqueo fascicular anterior y posterior, ritmo
ventricular prematuro, diversos grados de bloqueo atrio-ventricular, bradicardia

sinusal, cambios en segmento ST, ondas Q anormales, complejo QRS de bajo
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voltaje, fibrilacion atrial, arritmias y taquicardias ventriculares (Ramirez et al., 2010;
Valerio et al., 2011; Weese et al., 2011). En perros se reportan el mismo tipo de
anormalidades que en personas, pero tampoco se ha encontrado un patron
consistente que pueda por si solo ser predictivo o sugerente de la enfermedad (Barr
etal., 1992; Meurs et al., 1998; Graiff, 2010; Pascon et al., 2010; Quijano-Hernandez
et al., 2012).

2.5 La ecocardiografia en la evaluacion cardiaca
2.5.1 Principios de la ecocardiografia

En cardiologia la ultrasonografia es una importante herramienta de apoyo al
examen fisico y la auscultacion, complementaria a las demas técnicas de
diagnostico (electrocardiografia y rayos x), pues presenta ventajas importantes
sobre estas, ya que permite observar la estructura interna, el flujo de la sangre y el
movimiento de las diferentes partes que conforman al corazén y al sistema vascular
(Fuentes, 2008).

El sonido se propaga longitudinalmente en un medio como oscilaciones
ciclicas que forman ondas, cuya distancia entre una y otra se conoce como longitud
de onda. ElI nimero de ciclos que se completan en un segundo se denomina
frecuencia de la onda de sonido (Boon, 2010). El ultrasonido se basa en la emision
de ondas sonoras de alta frecuencia mayores a 20 mil ciclos por segundo (por
encima del rango audible para el humano) generadas desde la punta de la sonda
por material piezo eléctrico en el transductor, el cual puede emitir ultrasonidos a una
sola o a varias frecuencias y hace las veces de emisor y receptor de las ondas.
Estas atraviesan los distintos medios y tejidos a velocidades que varian entre estos
dependiendo de su densidad, las cuales al rebotar en los érganos generan ecos que
regresan al transductor para ser transformados por el equipo y expresados
graficamente de diversas formas o modos. En general, mientras mas denso es un
tejido se observa mas brillante o ecogénico en la pantalla (hueso, litos) y mientras
menor sea su densidad se aprecia mas oscuro o anecoico (agua o sangre) (Nyland
y Mattoon, 2002). Los modos del ultrasonido son conocidos como modo B o

bidimensional, M o de tiempo de movimiento y el Doppler espectral, que esta basado
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en el fendmeno descrito por Christian Johann Doppler en 1842 (Gross, 2009). el

gue a su vez se divide en pulsado, continuo y color principalmente (Boon, 2010).

El barrido toracico para la evaluacion cardiaca se realiza desde tres ventanas:
paraesternal derecha (entre el 3° y 6° espacios intercostales), paraesternal
izquierda (espacios 3° y 4°) ambos entre la union costo condral y el esternon; y
apical izquierda (5° a 7° espacio). También hay tres cortes 0 ejes en que se observa
el corazon, el longitudinal o eje largo, transversal o eje corto y el apical desde la
punta del ventriculo izquierdo hasta la base cardiaca. De estos pueden obtenerse
diversas vistas de la estructura interna como las de 4 y 5 camaras, las de la base
cardiaca a nivel de tracto de salida del ventriculo derecho, de la valvula aértica y
atrio izquierdo, de la valvula mitral o del ventriculo izquierdo a nivel de los masculos

papilares (Ferraris, 2007; Boon, 2016).
2.5.2 Modo B

Este modo es el de uso general en ultrasonografia. Se caracteriza por
presentar imagenes bidimensionales de la anatomia interna de los érganos (Nyland
y Mattoon, 2002; Boon, 2010) y permite observar en tiempo real el movimiento y

deformaciones de sus estructuras (de Madron et al., 2016).

Su aplicacion en cardiologia es evaluar la anatomia (morfologia valvular y
grosor de las paredes), lesiones cardiacas como masas o defectos en septos y
paredes (interventriculares, atriales o vasculares), anormalidades en la geometria
de las cdmaras y del movimiento de las paredes, presencia de parasitos (Dirofilaria

spp.) y efusiones pericardicas o pleurales (Fuentes, 2008; Boon, 2016).
2.5.3 Modo M

Las imagenes en este modo representadas como un grafico de distancia-

tiempo. Posee mayor resolucion que el modo B (Ferraris, 2007; Fuentes, 2008).

Su utilidad en cardiologia estd en que permite realizar medidas de las
estructuras y camaras en los distintos momentos del ciclo cardiaco, por lo que es
valiosa para evaluar atrios, ventriculos, comparar el atrio izquierdo con la aortay a

los ventriculos entre si, registrar el movimiento y cierre de las valvulas (mitral y
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aortica) o medir la frecuencia cardiaca (Ferraris, 2007; Boon, 2010; de Madron et
al., 2016).

2.5.4 Doppler espectral

Segun el principio Doppler, cuando se transmiten ondas sonoras a una
determinada frecuencia contra un blanco estatico, éstas retornan a la misma
frecuencia con la que fueron emitidas; pero si el blanco es movil, la frecuencia se
incrementa si el objeto se acerca a la fuente emisora, o decrese cuando el objeto
se aleja. A esta diferencia entre frecuencias se le conoce como desviacién Doppler
o Doppler shift (Ferraris, 2007; Boon, 2010; de Madron et al., 2016).

En ecografia cardiaca este modo es altamente util para determinar el
movimiento y direccion del flujo sanguineo, lo que permite medir la velocidad y el
tiempo al que se mueven las células sanguineas, pudiéndose calcular a partir de
esto las caracteristicas de la eyeccion y gradientes de presion entre las camaras
cardiacas y grandes vasos (Boon, 2010).

Doppler pulsado

Obtiene su nombre de la forma como el transductor genera los ecos, de
manera intermitente o “pulsada”, alternando su funcién de emisor y receptor de las
ondas de ultrasonido. Permite medir el flujo en un punto especifico denominado

volumen de muestra (Ferraris, 2007).

El flujo sanguineo se representa como lineas curvas en un plano cartesiano
o flujo laminar, donde el eje horizontal representa el tiempo y el vertical la velocidad.
Si el flujo se acerca al transductor, la curva sera positiva (por encima del eje
horizontal) y si se aleja es negativa (por debajo del eje). El espacio bajo la curva se
conoce como ventana espectral y se aprecia vacia (anecoica) si el flujo es
unidireccional, si hay remolinos o turbulencia en el flujo, la ventana se vuelve
ecogénica (de Madron et al, 2016). Cuando la velocidad de retorno al transductor
es mayor que la mitad de la frecuencia de repeticion de pulso (limite de Nyquist) se
forma un artefacto denominado aliasing que se observa como ondas con ventana

espectral ecogénica que ocupan tanto los planos positivos como negativos a partir
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del eje horizontal, fendmeno que también se aprecia si las velocidades del flujo son
tan altas que superan el limite del plano vertical; por lo que este modo no es de

utilidad en flujos de alta velocidad (Ferraris, 2007).

El Doppler pulsado permite medir la velocidad de flujo (maxima y media),
tiempos de aceleracion y desaceleracion, tiempo total de eyeccion, integral de
velocidad de flujo o volumen de eyeccion y, mediante la ecuacion de Bernoulli, los
gradientes de presion entre camaras (de Madron et al., 2016). A través de estas
medidas se pueden detectar anomalias como estenosis en los conductos atrio-
ventriculares y en los tractos de salida aorticos y pulmonares; también ayudan a
detectar algunas anomalias funcionales del miocardio (Ferraris, 2007; Boon, 2010;
de Madron et al., 2016).

Doppler continuo

A diferencia del pulsado, en este modo las ondas acusticas son generadas
de forma continua, lo que permite registrar flujos de alta velocidad, pero no se puede
elegir un punto especifico de medicion, sino que se detecta el movimiento a todo lo
largo de la linea donde se dirija la onda de sonido. No se observa ventana espectral
vacia puesto que detecta el movimiento tanto de las particulas que se mueven en

el centro del vaso o cavidad como en los bordes o paredes (Ferraris, 2007).
Doppler color

Se trata de un Doppler pulsado que se representa graficamente con codigos
de colores. Se utiliza en tiempo real en modo B y al igual que el pulsado posee un
volumen de muestra ajustable al &rea de interés. De manera convencional, los flujos
gue se acercan al transductor se codifican en color rojo (equivalente al flujo positivo
en el pulsado) y los que se alejan en azul (flujo negativo). Cuando existen flujos
retrogrados o regurgitaciones que provocan turbulencia se aprecian mosaicos de
color que varian de amarillo a verde en contraflujos positivos y de blanco a azul
celeste en los negativos. Como puede observarse, su principal utilidad es en la

deteccidn de flujos turbulentos o de regurgitacién (Boon, 2010).
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2.5.5 Evaluacioén de la anatomia cardiaca

Para evaluar anatomicamente las estructuras, camaras y valvulas se pueden
utilizar los modos My B; sin embargo, el primero es la manera mas precisa de medir
el grosor de paredes y el diametro de las cavidades, para lo cual, y con la finalidad
de obtener medidas confiables, el cursor o linea de corte deben alinearse en un
angulo de 90° con la estructura de interés, con un rango de tolerancia de 20°. De
esta forma es posible conocer el diametro ventricular (Figura 2), atrial, aortico e
incluso el pulmonar, tanto en diastole como en sistole (Boon, 2016; de Madron et
al., 2016).

En el modo B se pueden medir algunas estructuras de geometria compleja

como los atrios o la longitud base-apex del ventriculo izquierdo, o secciones de
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Figura 2. Imagen de ecocardiografia en ventana paraesternal derecha, eje
corto a nivel de musculos papilares, modo M, de las estructuras del
ventriculo izquierdo. Se observan el septo interventricular (SIV), el espacio
interno o diametro ventricular (DVI) y pared del ventriculo (PVI) en ambos
momentos del ciclo cardiaco (sistole y diastole).
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estas dos ultimas; asi como la relacion o indice atrio izquierdo/aorta (de Madron et
al., 2016).

Existen valores de referencia de las medidas, indices y proporciones de las
estructuras y cavidades cardiacas en perros y gatos, la mayoria basadas en el peso,
raza o superficie corporal (Boon, 2010; de Madron et al., 2016), aunque también se
han realizado estudios desde un enfoque alométrico (Cornell et al., 2004), el cual
homogeniza o “normaliza” los valores de las estructuras del ventriculo y atrio
izquierdos y la aorta, eliminando la necesidad de tablas especificas para raza o peso
(Boon, 2010; de Madron et al., 2016; Tidholm et al., 2017; Vezzosi et al., 2017).

2.5.6 Determinacioén de la funcién cardiaca

El ultrasonido no mide directamente la funcién cardiaca, para lo cual son mas
precisos los métodos invasivos, pero, mediante ecuaciones matematicas basadas
en las medidas o geometria de las estructuras y cavidades del corazén, mas el
volumen o peso del paciente (o animal en cuestion) y constantes fisiolégicas como
la frecuencia cardiaca, es posible tener una aproximacion que es de mucha utilidad
para fines clinicos (Gross, 2009). A este respecto se han estandarizado valores de
referencia para cada caso por multiples investigadores (Boon, 2010; de Madron et
al., 2016).

2.5.6.1 Funcioén sistélica

Se han propuesto distintos indices para evaluar la funcion sistolica, los mas
utilizados se determinan a través de mediciones realizadas principalmente en los
modos M y Doppler espectral, aunque hay algunos obtenidos en modo B. (de
Madron et al., 2016).

Ventriculo Izquierdo

Fraccion de acortamiento

Este indice es el mas usado y facil de medir (de Madron et al., 2016), nos
indica el porcentaje en que el ventriculo disminuye su diametro entre diastole y

sistole, o sea que tanto se “acorta”, y aunque no es una medida la contractibilidad
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Figura 3. Calculo de la fraccion de acortamiento (FS) mediante el método
de Teichholtz

en si, permite conocer el cambio de tamafio siempre que exista una contraccion
simétrica (Ferraris, 2007); dado que en el ventriculo la disposicion de las fibras es
radial y longitudinal y este mide principalmente la contractibilidad radial (de Madron
etal., 2016). Su valor se ve afectado por la precarga, la poscarga y la contractibilidad
de forma conjunta y por separado. Una contractibilidad o precarga reducidas
disminuyen su valor y un incremento en la poscarga lo aumenta y viceversa
(Ferraris, 2007; Fuentes, 2008).

Se calcula en Modo M (Figura 3), midiendo el diametro interno del ventriculo
entre las superficies internas del septo y la pared libre, al final de la diastole (DVId)
y en la sistole (DVIs) (Fuentes, 2008; Boon, 2010). Se realiza desde la ventana
paraesternal derecha en eje corto a nivel de los musculos papilares o en eje largo
al mismo nivel. Para calcularla se usa la siguiente férmula (Ferraris, 2007; Fuentes,
2008; Boon, 2010; Boon, 2016; de Madron et al., 2016):
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DVId — DVlIs
FS (%) = WX 100

Los valores normales reconocidos en perros van de 33 a 46 % (Boon, 2016).

Fraccion de eyeccion

Este indice se calcula a partir de los volumenes ventriculares al final de la

sistole y diéstole, por lo cual estos deben ser estimados.

La primera forma de calcularlos se fundamenta en un método geométrico (de
Madron et al.,, 2016), que consiste en pasar a volumen (3D) las mediciones
bidimensionales tomadas en modo M para el indice anterior (fraccion de
acortamiento), mediante la ecuacién de Teichholz (Ferraris, 2007), la cual se basa

en la siguiente férmula:
V = D3x7 (2.4 + D)

Donde el volumen (V) esta dado por dos componentes, el diametro (D3) y la forma
geométrica (7 [2.4 +D]); que ajustado a la especie canina quedaria como sigue para

cada volumen:

. Lvd
Volumen diastélico = LVd3x7/[2.4 4+ 3.7 x —————]
0.795 x W3
LVs
Volumen sistolico = LVs3x7/[2.4 + 5.9 x ————]
0.795 x W3

Donde W es igual al peso del animal (de Madron et al., 2016).

Otras formas para calcular los volimenes son los métodos planimétricos, los
cuales no requieren de una aproximacion geométrica como el anterior. En éstos, el
volumen ventricular se obtiene en modo B, ventanas paraesternal derecha o apical
izquierda, en vistas de 2 0 4 camaras. En los tres métodos existentes se traza con
una linea el contorno del endocardio del ventriculo tanto en sistole como en diastole

para delimitar su area interna.
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El método de Simpson divide esta &rea con mdltiples lineas que forman
discos o rebanadas del mismo grosor, de la suma de cuyos volumenes se obtiene

el volumen ventricular total.

Los dos métodos restantes son conocidos como de longitud-area y difieren
entre si en la féormula para calcular el volumen; ademéas de delimitar el area
ventricular, ambos trazan su longitud dibujando una linea desde la punta del apex
hasta la mitad del anillo atrio-ventricular. Las formulas de calculo de volumen de

ambos métodos de longitud-area se presentan a continuacion:
V =0.85 A%/L
V=>/g AxL

Donde V es el volumen, A el area interna y L el largo ventricular (de Madron et al.,
2016).

Ya conociendo los volumenes diastolicos y sistélicos, la fraccion de eyeccion
se obtiene de manera similar a la de acortamiento sustituyendo didmetros por

volimenes quedando de la siguiente forma (Ferraris, 2007; Fuentes, 2008):

Vol VId — Vol Vls
EF (%) = Vol Vid x 100

Como su hombre lo indica, la fraccién de eyeccidn equivaldria a la proporcion
de volumen sanguineo eyectado en un ciclo por el ventriculo izquierdo. En general
permite una comprension mas precisa del desempenio sistélico que la fraccion de
acortamiento, pero se ve afectada por los mismos factores hemodinamicos (pre,
poscarga y frecuencia cardiaca). Se sabe que valores debajo de 40% son indicativos
de disfuncion sistolica (de Madron et al., 2016) con valores normales maximos de
65% (Fuentes, 2008).

También se tiene conocimiento de que su precisidon depende del método
usado para calcular los volimenes. La principal limitante del calculo de este indice

en base al método de Teichholz es el riesgo de elevar al cubo los errores de
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medicion (Ferraris, 2007), por lo que tiende a sobreestimar su valor si se compara
con los métodos de Simpson y los de longitud-area (de Madron et al., 2016).

Auricula izquierda

La funcion sistdlica del atrio izquierdo puede ser evaluada a través de su
fraccion de acortamiento. Al igual que la del ventriculo se miden en modo M su

diametro en sistole y diastole, luego se aplica la misma formula.

La medicion se realiza en ventana paraesternal derecha, eje corto a nivel de

la valvula adrtica (Fuentes, 2008).
2.5.6.2 Funcion diastélica

En cardiologia clinica, una de las funciones mas dificiles de evaluar es la
diastélica, por lo que la ultrasonografia, particularmente con el Doppler, permite

realizar la tarea de forma no invasiva (Ferraris, 2007).

En la diastole interactian distintos factores como el grosor de las paredes, la
distensibilidad o compliancia ventricular, la relajacion activa del miocardio, el
pericardio, la presion intratoracica, la geometria ventricular, la dimension de las
valvulas, frecuencia cardiaca, edad, funcion sistolica, entre otras (Ferraris, 2007; de
Madron et al., 2016).

El método mas comun de evaluarla es mediante el flujo transmitral a través
de la determinacién de la proporcion E/A (Ferraris, 2007; Fuentes, 2008; Boon,
2010; de Madron et al., 2016).

Flujo transmitral

El flujo laminar transmitral consta de dos ondas de ingreso hacia el ventriculo,
por tanto, positivas y denominadas como E la primera y A la segunda (Figura 4). La
E corresponde a la velocidad maxima del flujo de llenado rapido ventricular y esta
dada por su diastole, la cual aumenta el gradiente de presiéon dentro del ventriculo
permitiendo la apertura de la valvula y el paso de sangre a la cavidad. Luego el flujo
se desacelera y la valvula se cierra hasta el momento de la sistole atrial, tiempo en

el que la valvula se abre de nuevo permitiendo el paso del flujo nuevamente hacia
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el ventriculo, que alcanza su velocidad maxima en el punto A, el cual se desacelera
cerrando al final nuevamente la valvula mitral y dando paso al periodo de relajacion

isovolumétrica que termina con un nuevo ciclo.

Se mide con Doppler de pulso, en ventana apical izquierda vista de 4 0 5
camaras, colocando la guia de muestras en la punta de la valvula mitral (Boon,
2010; Gallay-Lepoutre et al., 2016).

En condiciones normales la relacion E/A es mayor a 0.92 y menor a 2.72
(Chetboul et al., 2005). Existen tres patrones anormales que indican disfuncion
diastolica, los cuales son progresivos entre si en las cardiopatias. Estos estan
asociados a la disfuncion sistélica e incluso pueden precederla (de Madron et al.,
2016).
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Figura 4. Imagen ecocardiogréfica en ventana apical izquierda, vista de cuatro
camaras, modo B. Registro del flujo transmitral con Doppler pulsado para la
determinacién de la funcién diastdlica del ventriculo izquierdo. El patrén de
fluio es de relaiacion retardada
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Patron de relajacion retardada

En esta fase el pico E es menor al A (Figura 4), por lo que su proporcion es

menor a 0.92. Al ser la primera etapa, indica una disfuncién leve (Ferraris, 2007).

Aqui el tiempo de relajacion durante la diastole aumenta debido a anomalias
en la recaptura de calcio por el reticulo sarcoplasmico, lo que provoca tension
miocardica por lo que el llenado ventricular se da en la diastole tardia con ayuda al
final por la sistole atrial. El tiempo de relajacion isovolumétrica también se

incrementa (de Madron et al., 2016).

Patrén pseudo normal

Se trata de la segunda etapa de disfuncion diastolica. Hay una aparente
normalizacion del relleno ventricular diastolico temprano y del tiempo de relajacion
isovolumétrico, que resulta del aumento de presién atrial. La compliancia también
se altera provocando incremento de la presion ventricular, reduccién del gradiente
atrio-ventricular y relleno diastélico final reducido. Como resultado la onda E
aumenta su velocidad por la presion atrial incrementada y la A disminuye por la
reduccion del compliance y a que la presion al final de la diastole ventricular
aumenta (de Madron et al., 2016).

En este momento la relacion E/A se encuentra en valores normales, pero las

velocidades de ambas son reducidas (Fuentes, 2008).

Patrén restrictivo

Este patron sugiere una disfuncion diastélica ventricular grave. En este punto
las propiedades elasticas del ventriculo se encuentran afectadas por la fibrosis
intersticial y la presién de llenado ventricular. Ahora el llenado en la fase de
relajacion se da por incremento de la presion de llenado y el relleno atrial disminuye
como resultado de la pérdida de elasticidad del ventriculo izquierdo y de inotropismo
atrial, que a su vez provoca disminucion del gradiente atrio-ventricular diastélico
final. (de Madron et al., 2016).
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Gréficamente se aprecia un pico E muy r4pido o elevado y el A corto o
reducido, por lo que la proporcion E/A se encuentra por encima de los valores de

referencia (Fuentes, 2008).

2.6 La ecocardiografia en la investigacion de la Tripanosomiasis

Americana

En humanos existen estudios de caracterizacion de las alteraciones
ecocardiogréaficas en pacientes con enfermedad de Chagas (Cuadro 1), en los que
de manera general se ha encontrado que las funciones diastélica y sistdlica, y el
movimiento de la pared libre y el septo se reducen. Se ha descrito movimiento
segmentado parcial del septo y pared ventricular izquierda, y disfuncion sistélica
generalizada en hamsters (Mesocricetus auratus) y movimiento septal asincrénico

en monos Rhesus (Macaca mulatta) (Cuadro 1) infectados experimentalmente.

Durante la fase terminal de la etapa crénica de la enfermedad, tanto en el
humano como en el perro, el cambio reportado con mas frecuencia por diversos
autores en la cardiomiopatia dilatada (Camacho y De Oliveira, 2007; Graiff, 2010;
Rassi Jr. et al., 2010; Weese et al., 2011; Taylor et al., 2016), para lo cual, el
ultrasonido es la herramienta diagnéstica de eleccién para identificarlo (Chetboul,
2016).

En perros también se reportan otros cambios ecocardiograficos en individuos
infectados con T. cruzi. Un estudio en 14 perros Beagle inoculados con aislados de
T. cruzi procedentes de zariglieyas (6 animales), armadillos (2 casos) y perros (6
pacientes), monitoreados desde su inoculacion hasta 459 dias post-infeccion;
encontré deterioro de las fracciones de acortamiento y eyeccion (usando la ecuacién
de Teichholz en modo M), adelgazamiento e hipocinesis de la pared libre ventricular
izquierda (en modo M y B respectivamente) e incremento de la tasa de
engrosamiento septo:pared ventricular izquierda en sistole (modo M) (Barr et al.,
1992).

En un analisis retrospectivo de 11 casos con infeccion natural en etapa

cronica sintomatica entre 1987 y 1996, analizaron los ecocardiogramas realizados
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a 8 de esos perros, cuatro de los cuales presentaban agrandamiento de atrio y
ventriculo derechos (50% cada uno), en tres habia regurgitacion en valvula
tricispide (37.5%), tres mas presentaron disminucién de la fraccion de acortamiento

e indice de volumen sistolico final (37.5%) y Unicamente en dos casos fue posible

Cuadro 1. Estudios sobre caracterizacion de alteraciones ecocardiogréficas en
individuos infectados con T. cruzi

Autor Especie Parametro Indicador/modo Hallazgos
a) Funcion sistdlica  a) FA a) Funcién
b) Estructuras b) SIV, DVI, PVl en sistolica reducida
(Chandra et al., Ratones ventriculo izquierdo  modo M b) DVI
2002) ¢) Tamario VD c¢) Grado de dilatacion aumentado, SIV y
en modo B PVI adelgazados
c) Dilatacion VD
a) Funcion a) Indice de a) Indice elevado
miocardica desempefio en positivos
b) Grosor del septo  miocardico asintomaticos
(Yacgggset al., Humanos y pared b) SIV, PVI en modo b) Grosor
) P X
¢) Indice grosor de M reducido
pared libre/cavidad  c) SIV/DIV ¢) Bajo indice
ventricular en modo M
a) Movimiento a) PVIy SIVenmodo a) Movimiento
pared y septo My modo B septal asincronico
(Carvalho etal., Monos rhesus b) Funcion sistélica b)) FE b) Disminucién de

2003)

FE solo en un
caso

a) Funcion a) Doppler pulsado a) Velocidad de
diastolica indice E/A anillo mitral
(Garcia-Alvarez et HuManos b) Funcion sistélica  b) FE reducida y tiempo
al., 2010) de
desaceleracion
aumentado
a) Movimiento de a) y b) No menciona a) Movimiento de
(Ramirez et al., HUManos paredes la metodologia paredes anormal
2010) b) Funcion b) Funcion
ventricular global disminuida
a) Funcion de la Modo B y Doppler a) Disfuncion de
pared del VI la pared del VI
b) Vascularizacion b) Escasos
. ventricular aneurismas}
(Valezr(l)clnlet al., Humanos ¢) Funcioén sistélica c) Escasa FE
) - o
d) Funcion valvular disminuida
d) Escasa
regurgitacion
mitral
a) Funcion sistdlica a) FS a) Disfuncion
b) Movimiento b) Modelo de 13 generalizada
(de Oliveira et al., Hamsters sistolico segmentos en ejes b) Movimiento
2016) segmentado de la corto y largo en modo  segmentado
pared ventricular B parcial

izquierda

VD= Ventriculo derecho, VI= ventriculo izquierdo, FS= Fraccion de acortamiento, EF= Fraccion de
eyeccion, SIV= Septo inter ventricular, DVI= Didametro ventriculo izquierdo, PVI= Pared ventriculo

izquierdo
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observar dilatacion ventricular izquierda, regurgitacion mitral o efusion pericardica
(25% en cada caso). El autor no menciona en su metodologia el modo en que fueron

obtenidas sus mediciones (modos B, M o Doppler) (Meurs et al., 1998).

En un estudio més reciente, se realizaron ecocardiogramas Doppler y en
modo M a 7 perras que habian sido infectadas experimentalmente con cepa
colombiana ocho afios antes. En 6 de ellas (85.71%) se encontrd el indice E/A
invertido (patron de relajacion retardada o disfuncion leve) e hipomotilidad del septo

interventricular; en este trabajo no se report6 cardiomegalia (Pascon et al., 2010).

La mayoria de estos estudios se han hecho en animales infectados
experimentalmente y sélo uno con infeccién natural. Por otra parte, el tamafio de
muestra ha sido reducido, por lo que no se puede determinar que tales cambios

ecocardiograficos caracterizan a los perros con infeccion por T. cruzi.

3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Existen alteraciones caracteristicas en los indicadores ecocardiograficos de
la anatomia, funcién sistélica y diastolica del ventriculo izquierdo de perros

cardiopatas con infeccion natural por T. cruzi.
OBJETIVO GENERAL

Caracterizar las alteraciones ecocardiograficas de perros cardiopatas con

infeccion natural por T. cruzi.
Objetivos especificos:

- Obtener valores de los indicadores ecocardiograficos de la estructura
anatomica (diametro, grosor de septo y pared libre, en sistole y diastole),
funcién sistolica (fraccion de acortamiento) y diastolica (indice E/A) del
ventriculo izquierdo de perros con infeccion natural por T. cruzi.

- Clasificar y agrupar a los perros con infeccién natural por T. cruzi de acuerdo

a la severidad de los cambios en los indicadores obtenidos.

31



- Determinar la frecuencia de las alteraciones en los indicadores
ecocardiograficos de estructura, funcidén sistélica y patrones de flujo
transmitral de los perros con infeccion natural por T. cruzi.

- Comparar los indicadores de estructura y funcion del ventriculo izquierdo
entre los grupos formados de acuerdo a la severidad de los cambios.

- Determinar la asociacién entre patrones de flujo y la severidad de los cambios
por la infeccion por T. cruzi.

- ldentificar los valores caracteristicos de los indicadores ecocardiograficos de
la estructura anatomica, funcion sistdlica y diastdlica de perros con infeccion

natural por T. cruzi.
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Abstract

American Trypanosomiasis or Chagas Disease is a zoonotic and vector-borne disease
produced by the flagellated protozoan Trypanosoma cruzi (T. cruzi). The objective of this
study was to characterize the echocardiographic alterations of T. cruzi naturally-infected
heart-disease dogs. A cross-sectional study was conduced in 130 owned dogs positive to T.
cruzi. Indicators of structure, systolic and diastolic function of left ventricle were measured
and flow patterns evaluated with echocardiography. Animals were grouped according to the
presence or absence of dilated cardiomyopathy (DCM). The alterations frecuency in the
indicators was determinated and compared between groups, and the association among flow
patterns and the severity of the disease was analyzed. The 95% prediction intervals of all the
indicators were calculated. In the group without DCM there was an increase in inter
ventricular septum in systole (IVSs) and decrease in left ventricular diameter in diastole
(LVDd), left ventricular diameter in systole (LVDs) and fraction of shortening (FS). In dogs
with DCM, dilatation of LVDd and LVDs, increase in IVSs and FS decreased was found.
There were significant differences (p <0.05) in inter ventricular septum in diastole (IVSd),
LVDd, left ventricular wall in diastole (L\VWd) and LVDs. The flow patterns present were
delayed relaxation, normal and pseudo normal, and there was no association with the severity
of the damage due to the disease. The range of values that characterize the echocardiographic
indicators of structure and function of the left ventricle in T. cruzi naturally-infected heart-

diseased dogs was determinated.

Keywords: ecocardiographyc alterations; left ventricle; dog; Trypanosoma cruzi; flow

patterns.
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Introduccion

La Tripanosomiasis Americana 0 mal de Chagas es una enfermedad infecciosa
producida por un protozoario flagelado y transmitida por vectores del género Triatominae
(Quiroz-Romero, 1990). Se distribuye en gran parte del continente americano e infecta a
varias especies de mamiferos silvestres, domésticos y al humano (Kirchhoff, 2011). En
Yucatan, la enfermedad se ha detectado en perros en zonas rurales y urbanas (Jiménez-Coello
et al., 2008). Para Mérida, se ha reportado una prevalencia en caninos de 12.2 % (Jiménez-
Coello et al., 2015).

El agente causal de la Tripanosomiasis Americana es el protozoario flagelado T. cruzi,
(Taylor et al., 2016). Cuando T. cruzi infecta al perro puede formar quistes (amastigotes) en
los tejidos reticulo-endotelial, musculos cardiaco y estriado y en las células de la neuroglia
del sistema nervioso central. Durante la fase cronica sintomatica de la enfermedad se presenta
cardiomiopatia dilatada (CMD), arritmias ventriculares, endocarditis, endocardiosis valvular

e insuficiencia cardiaca congestiva (de Lana et al., 1992).

En humanos se han realizado numerosos estudios para caracterizar las alteraciones
ecocardiograficas en pacientes con Enfermedad de Chagas (Yacoub et al., 2003; Garcia-
Alvarez et al., 2010; Ramirez et al., 2010; Valerio et al., 2011), al igual que en diversos
modelos animales (Carvalho et al., 2003; de Oliveira et al., 2016). En los caninos se han
reportado algunos cambios ecocardiograficos en pacientes infectados con T. cruzi (Barr et
al., 1992; Meurs et al., 1998; Pascon et al., 2010), pero se han realizado con tamafos de
muestra tan reducidos, que tales anomalias no se pueden generalizar a toda la poblacion. El
objetivo de este trabajo fue caracterizar las alteraciones ecocardiograficas en perros

cardidpatas con infeccion natural por T. cruzi.

Materiales y métodos
Area de estudio

El estudio se realizo con pacientes del Hospital Veterinario para Perros y Gatos de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autonoma de Yucatan,
ubicado en Mérida, Yucatan, México (19°30°” y 21°35”° N; 87°30”° y 90°24°° O). El clima
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de la zona es tropical sub-himedo, con una estacion lluviosa bien defina que va de los meses

de mayo-junio a octubre-noviembre (Sedesol, 2007).

Seleccién de animales

Se realiz6 un estudio transversal donde se eligieron por conveniencia 130 perros con
duefio, ambos sexos, mayores de dos afos, de diferentes tallas, pesos y razas. Todos los
animales eran cardidpatas, no tratados, positivos cuando menos a una prueba diagnostica para
la deteccion de T. cruzi, ya fuese seroldgica (ELISA confirmado con Western blot) y/o
molecular (PCR) (Anexo 1). A todos los animales se les realizd una evaluacion

ecocardiografica una sola vez.

Se consideraron cardiépatas a aquellos perros que cumplian con al menos dos de los
siguientes criterios: alteraciones compatibles con cardiopatia en la anamnesis, examen fisico
(Gompf, 2016) y en alguna prueba de gabinete como el estudio radiografico® (Poteet, 2016),
electrocardiograma (que no fueran imputables a desequilibrios electroliticos) (Tilley y

Burtnick, 2009) o en la determinacion de la presion arterial? (Kittleson and Kienle, 1998).

Toma de muestras

De cada individuo se obtuvieron dos muestras de sangre via vena cefalica o yugular.
Una muestra de sangre completa se colectd en tubos PAX-gene (BD-QIAGEN®) para
preservar el ADN hasta su purificacion. Una segunda muestra sin anticoagulante se coloco
en tubos estériles (BD Vacutainer®) y se centrifugd a 400 rpm por 15 min para obtener el
suero. EI ADN fue extraido de las muestras de sangre completa de acuerdo a Jiménez-Coello

et al. (2008). Subsecuentemente se siguio el protocolo del kit comercial DNeasy Blood and

! Ver: Valoraciones radiogréaficas del tamafio cardiaco y de la auricula izquierda: mediciones clasicas y
ultimas novedades:

http://www.ecgveterinaria.com/pdf/Valoraciones RXS tama%C3%Blo_cardiaco %20y auricula_izquierda
mediciones clasicas y ultimas novedades.pdf (Accessed 10 march 2017).

2 Ver: Hipertension e hipotensidn arterial: http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n070707/070725.pdf
(Accessed 15 march 2017)
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Tissue (QIAGEN®). Tanto el ADN purificado como el suero fueron almacenados a -75 °C

hasta su anélisis.

Analisis serologico y molecular

El diagnostico seroldgico de la Tripanosomiasis Americana se realizo por la deteccion
de inmunoglobulinas (IgG) anti T. cruzi con un kit comercial de ELISA (Chagatest ELISA
recombinant v.3.0, Wiener, Argentina) y fue confirmado con Western blot, segun lo descrito

por Jiménez-Coello et al.(2015).

Para detectar la presencia de ADN de T. cruzi en sangre se realiz6 el ensayo de PCR
conforme al método usado por Jiménez-Coello et al.(2008), empleando también los primers
TC1ly TC2. Como controles positivos se us6 ADN obtenido de epimastigotes de cultivos
axénicos y ADN genomico purificado de sangre completa de ratones infectados con T. cruzi
cepa Y. Como control negativo se empled ADN gendmico heterélogo de Salvia hispanica.

Evaluacion ecocardiografica de la estructura y funcion cardiaca

La preparacion, posicionamiento y escaneo de los perros se realiz6 de acuerdo a la
técnica convencional (Boon, 2010; Boon, 2016; de Madron, 2016c¢). Se emple6 un equipo de
ultrasonido de tiempo real Mindray M7 (Mindray Electronics®, Shenzhen, China) con

transductor cardiaco sectorial de 2 a 4 MHz.

Para visualizar el ventriculo izquierdo se empled la ventana paraesternal derecha en
eje corto, el transductor se colocé a nivel de los muasculos papilares con la marca del
transductor orientada hacia el codo derecho. En modo M se realizaron las siguientes medidas
en sistole y en diastole: el grosor del septo interventricular, de la pared libre y el diametro del
ventriculo izquierdo. (Boon, 2010; Boon, 2016; de Madron, 2016c). Para comparar estos
parametros entre individuos de talla, peso y raza distintos, las medidas de las estructuras se
normalizaron de acuerdo a la formula de escala alométrica para medidas cardiacas en modo
M de perros adultos (Cornell et al., 2004). Usando el método de Teichholtz se calculo la

fraccion de acortamiento (FA) para valorar la funcién sistolica.
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La medicién de la funcidn diastélica se realizé empleando la ventana apical izquierda,
con la marca de referencia orientada hacia la columna vertebral. En vista de 4 cAmaras se
registro el flujo transmitral con Doppler de pulso, colocando el volumen de muestra en la
punta de la valvula mitral (Gallay-Lepoutre et al., 2016). Se marcaron los picos de las ondas
E y A, se realizé el célculo del indice E/A y se identificaron los patrones de flujo presentes
(normal, de relajacion retardada, pseudo normal y restrictivo) (Ferraris, 2007; Fuentes, 2008;
de Madron, 2016a).

Andlisis estadistico

La distribucién normal de las variables de interés se confirmé mediante la prueba de
Shapiro-Wilk. Los animales se agruparon de acuerdo a la severidad de los cambios en los
indicadores obtenidos, lo que se establecio de conforme a los criterios ultrasonograficos
propuestos por la Sociedad Europea de Cardiologia Veterinaria (criterios mayores:
Dilatacion del ventriculo izquierdo en diéstole o sistole, esfericidad ventricular,
adelgazamiento del septo y disminucion de la FA; criterios menores: Aumento del espacio
entre el punto E y el septo 0 EPSS, valores incongruentes de la FA y dilatacion atrial izquierda
o bilateral) (Chetboul, 2016). Se determind la frecuencia de las alteraciones de cada indicador
de estructura y funcion cardiaca, y se compararon entre los grupos mediante analisis de
varianza, el cual se corri6 con el procedimiento GLM (PROC GLM) del software SAS, para
comparacion de medias en un experimento desbalanceado (SAS Inst. Inc., 1993; Segura-

Correa y Herrera-Camacho, 2016).

También se analizé con Chi? la asociacion entre los patrones de flujo transmitral y los
grupos y se establecieron los valores caracteristicos de todas las variables estudiadas con un
intervalo de prediccién de 95%, agrupandolos por 2.5, 5, 25, 50, 75, 90 y 97.5 percentiles
(Goncalves et al., 2002; Cornell, et al., 2004). Todos los anélisis estadisticos se corrieron con
el software SAS (SAS v9.3; SAS Inst. Inc., Cary, NC).
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Resultados

El cambio mas notorio y severo en el conjunto de indicadores de estructura anatomica
del ventriculo izquierdo fue la CMD. El grupo A fue conformado por los perros que la
presentaron y constd de 15 individuos, mientras que los 115 animales sin CMD formaron el
grupo el B. En la figura 5 se observa una imagen de la evaluacion cardiaca de un paciente
positivo a T. cruzi con CMD, donde se aprecia dilatacion del ventriculo izquierdo (esfericidad
ventricular) con adelgazamiento del septo y su arqueamiento hacia el ventriculo derecho. Es

notorio un mayor didmetro del atrio derecho respecto al izquierdo.

Las alteraciones encontradas en ambos grupos se presentan en el Cuadro 2. En el A
sobresale que 100% de los animales presentan aumento del didmetro del ventriculo izquierdo
en diastole (DVId) y 46.67% tienen alterada la FA (13.33% aumentada y 33.34%

disminuida). En el grupo B las alteraciones mas frecuentes fueron incremento del septo inter

= 25/02/2017 10:58:18 AM AP 52% MID.6 TIS 0.2 Admin
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Figura 5. Imagen ecocardiogréfica en ventana paraesternal derecha, eje largo, vista
de cinco cdmaras en modo B del corazon de un paciente con cardiomiopatia dilatada
positivo a T. cruzi. Se aprecia arqueamiento del septo hacia el ventriculo derecho (VD)
y dilatacion de atrio (Al) y ventriculo izquierdo (VI). El atrio derecho (AD) también
se observa dilatado y de mayor tamafio que el izquierdo. Ao= Arteria aorta.
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ventricular en sistole (SIVs) (20%) y disminucion del DVId (33.91%), del diametro del
ventriculo izquierdo en sistole (DVI1s) (35.65%) y la FA (25.22%).

El analisis de varianza mostré que los grupos presentan diferencias significativas
(p<0.05) en 4 de 8 variables de respuesta, estos son septo inter ventricular en diastole (SIVd),
DVId, pared del ventriculo izquierdo en diastole (PVId) y DVIs (Cuadro 3). No se

encontraron diferencias en ninguna medida de funcion cardiaca.

En el Cuadro 3 también podemos observar que las medias de todos los indicadores se
encuentran dentro del rango de normalidad segun los valores de referencia, a excepcion del
DVId del grupo A.

Cuadro 2. Frecuencia de alteraciones en indicadores ultrasonograficos (modo M) en la
estructura y funcion sistélica del ventriculo izquierdo en perros cardiopatas positivos a T.
cruzi

Alteraciones

Incremento Disminucién Sin cambios
n % n % n %
Sivd 0 0.00 1 6.67 14 93.33
DVid 15 100.00 0 0.00 0 0.00
PIVd 0 0.00 2 13.33 13 86.67
A (N=15) SIVs 4 26.67 2 13.33 9 60.00
DVIs 4 26.67 0 0.00 11 73.33
PVIS 2 13.33 2 13.33 11 73.33
FA 2 13.33 5 33.34 8 53.33
Sivd 10 8.70 1 0.87 104 90.43
DVid 0 0.00 39 33.91 76 66.09
PIVd 13 11.30 2 1.74 100 86.96
B (N=115) SIVs 23 20.00 3 2.61 89 77.39
DVIs 1 0.87 41 35.65 73 63.48
PVIS 9 7.83 4 3.48 102 88.70
FA 19 16.52 29 25.22 67 58.26

A= Positivos con CMD, B=Positivos sin CMD. SIV= septo inter ventricular, DVI= didmetro
ventriculo izquierdo, PIV= pared ventriculo izquierdo, d= diastole, s= sistole. FA= Fraccion
de acortamiento.

Al comparar las imagenes de los grupos (Figura 6), algunas diferencias son notorias

a simple vista. El grupo B (Figura 6B) presenta en promedio mayor grosor de paredes y del
septo, con menor didmetro del espacio ventricular (Cuadro 3); mientras que el grupo A fue
muy heterogéneo con individuos con CMD incipiente y avanzada (Figura 6C y 6D) y con los
mayores valores de DIV (Cuadro 3).
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En cuanto a los patrones de flujo, en el 20% de los perros del grupo A se detectd
patron pseudo normal (Figura 7D), mientras que flujos normales y de relajacion retardada se
observaron cada uno en 40% de animales. En el grupo B se encontrd 38.26% de patrones de
relajacion retardada (Figura 7B), 53.91% tuvo un patron normal (Figura 7C), 6.96% registrd

el pseudo normal y 0.87% el restrictivo.

La prueba de Chi? dio como resultado una probabilidad de asociacion entre tipo de

flujos y grupo de 0.3477.

Los valores caracteristicos para las variables de estructura y funcién cardiaca, global
y por grupo, con intervalo de prediccion de 95%, se muestran en el cuadro 4. Las cifras entre
los percentiles 2.5 y 97.5 conforman el rango de valores esperados para cada indicador
ecocardiografico.

Cuadro 3. Anadlisis de varianza de indicadores ultrasonogréaficos de las estructuras, funcion
sistolica en modo M vy funcién diastolica con Doppler pulsado del ventriculo izquierdo en
perros cardiopatas positivos a T. cruzi

Variables GRUPO
A (n=15) B (n=115) Referencial: 23
Lte. e Hte. e
Sivd 0.4240%+0.0216 0.4903°+ 0.0078 0.29 - 0.59*
DVid 2.04732 £ 0.0618 1.3814° + 0.0223 1.27 - 1.85¢
PVid 0.3987%+ 0.0256 0.4882b + 0.0092 0.29 - 0.60*
SIVs 0.6473% £ 0.0379 0.6968% £ 0.0137 0.43-0.79*
DIVs 1.21272 +0.0513 0.7829" + 0.0185 0.71-1.26
PVis 0.6813%+ 0.0334 0.7163%+ 0.0121 0.48 - 0.87*
FA 37.67%+ 2.7263 40.41%+ 0.9846 33 — 46%°
E/A 1.4020%+ 0.1177 1.4049%+ 0.0433 0.92-2.723

A= Positivos con cardiomiopatia dilatada (CMD), B=Positivos sin CMD. SIV= septo inter

ventricular, DVI= didmetro ventriculo izquierdo, PIV= pared ventriculo izquierdo, d=

diastole, s= sistole. FA= Fraccion de acortamiento, E/A= indice E/A. Columnas con literales
distintas son estadisticamente diferentes (p < 0.05) 1. Cornell, et al. (2004), 2. Boon (2016), 3.
Chetboul et al. (2005)
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Discusion

El grupo mas numeroso en este estudio (115 casos) fue el que no tiene CMD (grupo
B), lo que es consistente con la tendencia reportada por otros autores (Meurs et al., 1998;
Pascon et al., 2010). Este fendmeno no significa que la CMD sea poco frecuente en perros
infectados con T. cruzi, sino que al ser una caracteristica terminal de la enfermedad (Graiff,
2010; Rassi Jr. et al., 2010; Weese et al., 2011; Pereira-Nunes et al., 2013; Taylor et al.,
2016), mas bien sugiere que la mayoria de los animales no la han presentado y tal vez muchos

mueran antes de hacerlo debido a las arritmias, bloqueos, endocarditis, endocardiosis
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Figura 6. Imagenes ecocardiogréficas comparativas en ventana paraesternal derecha, eje
corto, a nivel de musculos papilares en modo M de las estructuras del ventriculo izquierdo y
valores de Teichholz de perros cardidpatas positivos a T. cruzi. A. Paciente sano y negativo a
T. cruzi, B. paciente positivo sin cardiomiopatia dilatada (CMD), C. paciente positivo con CMD
incipiente, D. Paciente positivo con CMD avanzada. 1VS= Septo intraventricular, LVID =
Diadmetro del ventriculo Izquierdo, LVPW= Pared libre del ventriculo izquierdo, d = diéstole,
s= sistole, FS= Fraccion de acortamiento, EDV= Volumen diastélico final, ESV= Volumen
sistélico final, SV= Volumen eyectado, EF= Fraccion de eyeccion, Sl=indice de eyeccion, CO=
Gasto cardiaco, Cl= indice cardiaco, HR= Frecuencia cardiaca.
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valvular, insuficiencia cardiaca congestiva y demés condiciones que pueden manifestarse
antes de desarrollarla (Graiff, 2010; Pereira-Nunes et al., 2013). En este estudio también se
encontrd que tres perros con CMD resultaron negativos a las pruebas serologicas (Cuadro 5
en anexo 1), lo que indica que la infeccion por T. cruzi fue posterior a que desarrollaran la
CMD.

Cuadro 4. Intervalos de prediccién de 95% para indicadores ultrasonogréaficos de las
estructuras, funcion sistélica en modo M* y funcion diast6lica con Doppler pulsado del
ventriculo izquierdo en perros cardiopatas positivos a T. cruzi

GRUPO Indicador Percentil Percentil Percentil Percentil Percentil Percentil Percentil

2.5 5 25 50 75 95 97.5
Sivd? 0.27 0.27 0.36 0.44 0.49 0.55 0.55
DVId? 1.86 1.86 1.93 2.03 2.17 2.33 2.33
PVId? 0.23 0.23 0.33 0.38 0.46 0.59 0.59
SIVs? 0.32 0.32 0.57 0.66 0.80 0.88 0.88

AM=L0) byl 007 0.97 1.05 1.22 1.28 1.58 1.58
PVIs*  0.34 0.34 0.57 0.65 0.83 1.03 1.03
FA? 15 15 30 38 45 53 53
E/A? 0.38 0.38 1.04 1.40 1.61 2.46 2.46
Sivd® 031 0.34 0.45 0.49 0.54 0.64 0.67
DVId®  0.90 0.93 1.19 1.40 1.58 1.79 1.81
PVId® 030 0.32 0.42 0.49 0.55 0.68 0.70
SIVs®  0.43 0.47 0.62 0.68 0.76 0.94 0.99
B (n=115)

DVI® 037 043 063 078 093 111 117
PVI 042 051 064 072 080 091 095
FA 13 23 35 40 46 56 63
E/A* 084 102 121 136 153 209 260
sivd 030 031 045 048 053 061 067
DVid 090 094 121 143 166 205 217
PVid 028 032 041 048 055 064 070
Global SIVs 042 045 061 068 076 092  0.98
(n=130) DVIs 041 049 065 082 099 123 131
PVIs 042 051 063 072 080 091 095
FA 15 23 35 40 46 56 60
E/A 084 095 121 136 155 209 246

A= Positivos con CMD, B=Positivos sin CMD. SIV= septo inter ventricular, DVI= diametro
ventriculo izquierdo, PIV= pared ventriculo izquierdo, d= diastole, s= sistole. FA= Fraccién
de acortamiento, E/A= indice E/A

*valores normalizados de acuerdo al método de Cornell, et al. (2004).

Columnas con literales distintas son estadisticamente diferentes (p < 0.05)
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La dilatacién ventricular es la caracteristica principal de la CMD (Chetboul, 2016) y
muchos textos la refieren como una de las alteraciones méas conocidas de la Tripanosomiasis
Americana en perros y humanos (Camacho y De Oliveira, 2007; Guedes et al., 2009; Rassi
Jr. etal., 2010; Weese et al., 2011; Pereira-Nunes et al., 2013; Taylor et al., 2016). EI DIVd
y el DVIs presentan diferencia significativa (p <0.05) entre grupos. Esta diferencia se debe a
que el DVId rebasa el valor maximo del rango de referencia (Cornell et al., 2004) en todos
los perros del grupo A (Cuadros 2 y 4), pero en ninguno del B; contrariamente, el DVIs se
encuentra reducido en poco menos de la mitad de los animales del grupo B y en ninguno del

A (Cuadro 2). El comportamiento del grupo B es similar al reportado por Vitt et al. (2016).

En la CMD ademas de dilatacion ventricular, existe adelgazamiento de la PVI y/o
SIV (Chetboul, 2016). Estos dos indicadores registraron la media mas baja en el grupo A
(Cuadro 3) y fueron significativamente diferentes al B (p <0.05) durante la diastole. El
adelgazamiento de la pared en el grupo A en ambos momentos del ciclo cardiaco es
consistente a lo reportado en otros estudios (Barr et al., 1992). No hubo diferencia
estadisticamente significativa entre grupos en SIVsy pared del ventriculo izquierdo en sistole
(PVIs), probablemente debido a que el estrés aumenta la frecuencia cardiaca y respiratoria,
lo que puede alterar la medicion de las estructuras (Boon, 2010); también aumenta la
contractibilidad del miocardio (Sisson, 2010) lo que incrementa de forma transitoria su

grosor, particularmente el del SIVs.

Barr et al. (1992) también encontraron engrosamiento septal, lo que se observa en
este estudio durante la sistole en un moderado porcentaje de individuos en ambos grupos
(Cuadro2), quienes rebasan el valor maximo de referencia de grosor septal (Cornell et al.,
2004).

En el grupo B el SIVVd y la PVId resultaron significativamente mas gruesos (p < 0.05),
y el DVIs fue estadisticamente menor (p < 0.05) respecto al grupo A. Lo anterior sugiere una
tendencia hacia la disminucion del didmetro ventricular, ya que la reduccion del DVIs fue la
alteracion maés frecuente en el grupo B (Cuadro 2). Dicha condicion ha sido reportada en
algunos pacientes en etapa aguda (Vitt et al., 2016), pero no en la fase cronica (Barr et al.,
1992; Meurs et al., 1998; Pascon et al., 2010). Este hallazgo no indica que los perros del
grupo B estan en la fase aguda, puesto que la gran mayoria (92 de 115) resultaron positivos
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a serologia (Cuadro 5, anexo 1), ademas la media de los tres indicadores esta dentro del rango
de referencia (Cornell et al., 2004). Tal alteracion posiblemente se deba a la fibrosis
provocada por la pérdida de células miocardicas y su reemplazo por fibras de colageno en la
fase crénica (Guedes et al., 2007; Garzoni et al., 2008; Cunha-Neto et al., 2011), antes de que
con el tiempo se desarrolle la CMD debido a los mecanismos cardiovasculares
compensatorios (Camacho y De Oliveira, 2007). También es posible que exista diferencia en
la cepa o DTU de T cruzi respecto a los estudios anteriores (Barr et al., 1992; Meurs et al.,
1998; Pascon et al., 2010), pues el DTU (Tcl) que circula en la zona de estudio es

cardiotropico y altamanete patogénico (Miles et al., 2009; Espinoza et al., 2010).
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Figura 7. Imagen ecocardiografica en ventana apical izquierda, vista de cuatro cAmaras en
modo B de imagen ecocardiogréafica con Doppler pulsado del flujo transmitral y calculo de
indice E/A en perros cardiopatas positivos a T. cruzi. A. Patron normal en paciente sano y
negativo a T. cruzi, B. Patrén de relajacion retardada en perro positivo sin cardiomiopatia
dilatada (CMD), C. Patron normal en paciente positivo sin CMD, D. Flujo de patron pseudo
normal en paciente positivo con CMD. Al= atrio izquierdo, VI= ventriculo izquierdo, AD
=atrio derecho, VD= ventriculo derecho, VM=valvula mitral. MV E vel= velocidad del pico
E, MV A vel= velocidad del pico A, MV E/A= indice E/A
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Como en otros estudios (Barr et al., 1992; Meurs et al., 1998), se encontrd disfuncién
sistolica (FA disminuida) en los animales de ambos grupos, y aunque las proporciones fueron
diferentes (Cuadro 2), no hubo diferencias estadisticamente significativas (p <0.05) entre
ellos (Cuadro 3); posiblemente porque en la mayoria de los pacientes la contractibilidad del
miocardio es todavia normal, o por efecto del ya mencionado estrés de los perros, que
aumenta de la frecuencia cardiaca y el diametro ventricular (de Madron, 2016b).

La media de la funcién diastélica (indice E/A) se hallé dentro de los rangos de
referencia (Chetboul et al., 2005) en ambos grupos. Los patrones de flujo no se encontraron
asociados a la Tripanosomiasis Americana o a la severidad de ésta (con o sin CMD) debido
a que en ambos grupos hay un namero similar de casos con patron de relajacion retardada y
a que, aungue con proporciones diferentes, los dos grupos presentan patrones normal y
pseudo normal sin predominio de ninguno. El patron de disfuncion severa o flujo restrictivo
(Ferraris, 2007; Fuentes, 2008) nada mas se encontr6 en un animal del grupo B. El patron de
relajacion retardada en los perros del grupo B ya ha sido reportado por Pascon et al. (2010)
en perros con infeccién por T. cruzi sin CMD, pero no ha sido descrito en perros positivos
con CMD, aunque éste y los demas patrones encontrados, son consistentes con la
fisiopatologia de la CMD (Chetboul, 2016).

El intervalo de prediccién de 95% ha sido empleado antes para determinar o
caracterizar los valores normales para las mismas variables utilizadas aqui, pero en perros
adultos sanos (Goncalves et al., 2002; Cornell et al., 2004). Debido al tamafio de la muestra
(130 animales), no se puede afirmar que se trata de un numero representativo de una
poblacién desconocida de perros cardiopatas con infeccion por T. cruzi, sin embargo, se trata
del Unico rango de valores que caracterizan a los indicadores ecocardiograficos de estructura
y funcion del ventriculo izquierdo en perros cardidpatas positivos a T. cruzi reportado hasta
el momento. Los resultados obtenidos son de particular importancia pues permiten una
aproximacion al comportamiento de estas variables en perros que todavia no desarrollan la
CMD. Se debe sefialar que las alteraciones aqui encontradas, al proceder de una poblacion
no controlada, pueden estar asociadas no solo a la infeccion por T. cruzi, pues es posible que

existan otras enfermedades o procesos cronico-degenerativos presentes en los pacientes
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estudiados. Sin embargo, este es el panorama real en el que se encuentra en campo a la

infeccion natural por T. cruzi en perros.

Conclusiones

Los valores de los indicadores ecocardiograficos de la estructura y funcién cardiaca
del ventriculo izquierdo obtenidos en este estudio permiten caracterizar sus alteraciones en

perros cardiopatas con infeccion natural por T. cruzi.

Clasificar a los animales de acuerdo a la severidad de los cambios en los indicadores,
permitio corroborar que la CMD es una condicion terminal de la etapa cronica sintomética
de la infeccion por T. cruzi en perros, pues el reducido nimero de sujetos que la presentaban

confirmd que la mayoria de los animales tardan en desarrollarla 0 mueren antes de hacerlo.

Las alteraciones mas frecuentes en perros sin CMD son disminuciéon del DVId
(33.91%), el DVIs (35.65%), de la FA (25.22%) y engrosamiento del SIVs (20%). En perros
con CMD se encontro con mas frecuencia dilatacion del DVId (100%), del DVIs (26.67%),
engrosamiento del SIVs (26.67%) y disminucion de la FA (33.34%). La alteracion més
frecuente en los patrones de flujo en ambos grupos fue el patron de relajacion retardada.

Las variables de estructura SIVd, DVId, PVId y DVIs fueron estadisticamente
diferentes entre perros con y sin CMD. No se encontraron diferencias en los indicadores de

funcién sistolica y diastdlica.

Los patrones de flujo transmitral no estan asociados a la severidad del dafio cardiaco

en perros cardidpatas con Tripanosomiasis Americana.

El rango de valores del indice de prediccion es el primer reporte de caracterizacion
de los indicadores ecocardiograficos de estructura y funcion del ventriculo izquierdo de
perros cardidpatas positivos a T. cruzi, aquellos donde hubo diferencia estadistica permiten

vislumbrar el progreso del dafio en tales estructuras antes de que se desarrolle la CMD.

Las alteraciones ecocardiograficas caracterizadas en este estudio reflejan el

comportamiento de la infeccion por T. cruzi en perros en condiciones de campo.
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ANEXO 1

Cuadro 5. Numero de casos por grupo para cada combinacion de método diagnostico de T.
cruzi

Grupo Meétodos diagnosticos
PCR + PCR + PCR - No. De casos
SEROLOGIA+ SEROLOGIA- SEROLOGIA+
A 11 3 1 15
B 86 23 6 115
Total 97 26 7 130

Serologia=ELISA + Western blot.
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