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RESUMEN

Objetivo. El propodsito del estudio es investigar el efecto del tratamiento con amitraz mas-
Parapoxvirus ovis (IPPVO) sobre las concentraciones séricas y las expresiones cutaneas del factor
de crecimiento insulinico (IGF) -1 y -2, factor de crecimiento epidérmico (EGF), vascular factor de
crecimiento endotelial (VEGF), en perros que padecen demodicosis generalizada (GD). Materiales
y métodos. A los perros afectados por GD se les inyecté 1 mL de IPPVO los dias 0, 2 y 9 por via
subcutanea ademas del tratamiento con amitraz (0.025%) dos veces por semana durante 80 dias.
Las concentraciones de IGF-1, IGF-2, EGF y VEGF en suero sanguineo se midieron mediante un kit
de ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas especifico para caninos. Las expresiones de EGF,
VEGF, IGF-1 e IGF-2 en muestras de biopsia de piel se examinaron inmunohistoquimicamente.
Resultados. Después del tratamiento de los perros con amitraz mas-IPPVO en GD, demostramos
una reduccion significativa tanto en las concentraciones circulantes como en las expresiones cutaneas
de EGF, VEGF, IGF-1 e IGF-2, que tienen un papel en la preservacion de la integridad de la piel y la
herida. curacion. Conclusiones. Los resultados de este estudio sugieren que IGF-1, IGF-2 EGF y
VEGF tienen un papel crucial en la progresion de la GD en perros. Se cree que los hallazgos de este
estudio contribuiran al desarrollo de nuevas estrategias para el tratamiento de la GD, que es un
problema de salud importante para los perros.

Palabras clave: Demodex canis; perro; demodicosis generalizada; factor de crecimiento; piel
(Fuente: MeSH).

ABSTRACT

Objective. The purpose of the study is to investigate the effect of treatment with amitraz plus-
Parapoxvirus ovis (IPPVO) on serum concentrations and skin expressions of insulin-like growth factor
(IGF)-1 and -2, epidermal growth factor (EGF), vascular endothelial growth factor (VEGF), in dogs
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suffering from generalised demodicosis (GD). Materials and Methods. GD affected dogs were
injected 1 ml IPPVO on days 0, 2 and 9 subcutaneously in addition to amitraz (0.025%) treatment
twice weekly for 80 days. IGF-1, IGF-2, EGF and VEGF concentrations in blood serum were measured
by canine-specific enzyme-linked immunosorbent assay kit. EGF, VEGF, IGF-1, and IGF-2 expressions
in skin biopsy specimens were examined immunohistochemically. Results. After the treatment of
the dogs with amitraz plus-IPPVO in GD, we demonstrated a significant reduction in both circulating
concentrations and skin expressions of EGF, VEGF, IGF-1, and IGF-2, which have a role in preserving
skin integrity and wound healing. Conclusions. Results of this study suggest that IGF-1, IGF-2 EGF,
and VEGF have a crucial role in the progression of GD in dogs. It is believed that the findings from
this study will contribute to the development of new strategies for the treatment of GD, which is an
important health problem for dogs.

Keywords: Demodex canis; dog; generalized demodicosis; growth factor; skin (Source: MeSH).

INTRODUCCION

La demodicosis es una enfermedad inflamatoria
de la piel causada por Demodex spp. agentes.
Demodex canis es uno de los tres acaros
que causan demodicosis en perros (1). La
enfermedad se caracteriza por alopecia, eritema,
pustulas, descamacion y formaciéon de costras
en muchas areas de la piel y puede ocurrir
pioderma secundario profundo o superficial.
Hay dos formas clinicas de demodicosis: joven
y adulta, en ambas formas se puede ver la
forma localizada o generalizada. La demodicosis
localizada se caracteriza por lesiones relacionadas
con la enfermedad en 1 a 5 regiones diferentes
del cuerpo, principalmente en la region facial y
las extremidades anteriores. Principalmente en
perros con un sistema inmunitario débil, la forma
localizada progresa a la forma generalizada (2).
La demodicosis generalizada provoca reacciones
inmunoldgicas con la inflamacién de los foliculos
pilosos y las glandulas sebaceas en perros, se
puede observar furunculosis y dermatitis nodular,
y se deteriora la integridad de la piel (3).

La pérdida de la integridad de grandes partes de
la piel en perros que padecen GD conduce a un
cuadro clinico que puede durar hasta la muerte
(2,4). El tratamiento de la enfermedad requiere
un proceso muy dificil. Si bien, teniendo el
potencial de toxicidad dentro de las dificultades de
aplicacion, un inhibidor de la monoaminooxidasa
y la molécula agonista a2 amitraz todavia se
usan de manera efectiva en el tratamiento de
la demodicosis en perros, ademas de lactonas
macrociclicas y metaflumizonas (5,6). Se ha
encontrado que el uso de Parapoxvirus ovis
(IPPVO) para estimular el sistema inmunitario
no especifico en combinaciéon con amitraz en el
tratamiento de la GD en perros proporciona un
mejor éxito en el tratamiento (7).
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Hay una serie de estudios cientificos que muestran
gue los cambios en los niveles de proteina sérica
y las expresiones cutaneas de los factores de
crecimiento tienen un papel en la recuperacion
de heridas con el deterioro de la integridad de
la piel (8,9,10,11,12,13). Factor de Crecimiento
Epidérmico (EGF) acelera la recuperacion
de heridas estimulando la proliferacion de
fibroblastos, acelerando la formacion de tejido
de granulacién, aumentando la epitelizacién y
estimulando la formacion de nuevos vasos (14).
La administracion de EGF tiene un efecto curativo
en las heridas del pie diabético (15,16). El factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF), un
subtipo de la familia de factores de crecimiento
derivados de plaquetas, es producido por
queratinocitos (17), células mesangiales renales
(18) y células tumorales (19). VEGF participa
en funciones fisioldgicas normales, como la
formacion ésea, la recuperacién de heridas y
el crecimiento (20,21). Se sugiere que VEGF
juega un papel en la formacion vascular, que
tiene un papel importante en la recuperacion de
heridas (22). El IGF2 esta asociado con muchas
condiciones patoldgicas de la edad adulta,
como enfermedades de la piel (23), proceso de
cicatrizacion de heridas (24) y enfermedades
tumorales (25). La alta expresion de IGF2 en el
proceso de recuperacion de la piel esta asociada
con la diferenciacion y funcion de los fibroblastos
(8). Los estudios cientificos que investigan la
expresion de los factores de crecimiento y los
niveles de proteinas en la demodicosis canina con
alteracion de la integridad de la piel son bastante
limitados (26,27,28). Por lo tanto, el objetivo
del presente estudio fue demostrar los efectos
de amitraz mas IPPVO en los niveles de proteina
sérica y las expresiones cutaneas de EGF, VEGF,
IGF-1 e IGF-2 en perros que padecen GD.
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MATERIALES Y METODOS

Animales materiales. Se inscribieron en el
estudio diez perros de propiedad de clientes
entre 6 y 10 meses de edad, de diferentes razas
y de cualquier sexo, que se presentaron en el
Hospital Veterinario Docente. La demodicosis
generalizada se diagnosticO mediante examen
clinico y se confirmé mediante examenes
parasitolégicos en muestras de raspado
profundo. Ademas, el examen histopatoldgico
de especimenes de biopsia de tejido recolectados
para la determinacion de factores de crecimiento
por inmunohistoquimica también confirmé el
diagndstico parasitoldgico.

Etica. Se informé a los duefios de los perros
sobre el procedimiento de tratamiento y se
proporcionaron formularios de consentimiento
firmados. Todos los experimentos se realizaron
después de la aprobacion del Comité de Etica
Local de la Universidad Ondokuz Mayis para
experimentos con animals (2015/09).

Parasitologico investigacion. Para los
examenes parasitologicos, el dia anterior al
tratamiento (dia 0), se tomaron muestras de
raspado profundo (~4 cm?2) de la parte superior
de las areas afectadas de las patas de cada
perro. Antes de raspar para expulsar los acaros
de las profundidades de los foliculos pilosos,
se realizaba un raspado profundo de la piel
apretando la piel. Posteriormente se raspd con
bisturi la zona indicada hasta que se produjo
sangrado capilar (29). El material se transfirio a
un portaobjetos de microscopio, se goteo aceite
mineral sobre él, se cubrié con un cubreobjetos
de vidrio y se examind bajo un microscopio éptico
con un aumento de 100X para contar el nUmero
de huevos, larvas, ninfas y adultos formas de
D. canis (2). Al dia 80 se rasparon nuevamente
las mismas areas y se realizaron examenes
parasitoldgicos.

Protocolo de tratamiento y muestreo. Se
tomd sangre venosa de 5 mL de la vena cefalica
en un vacutainer sin anticoagulante para analisis
bioguimico. Se realizdé la centrifugacién de las
muestras de sangre a 1550 g durante 10 min a
4°C para separar el suero. Se almacenaron en
invernadero a -80°C para los analisis. Se utilizaron
muestras de biopsia de piel con sacabocados
de seis milimetros para la toma de muestras
(30). Después de recortar y limpiar, se aplicaron
subcutdneamente 2 mililitros de lidocaina
inyectable al 2% en el area objetivo. Solo se
selecciono un sitio lesionado para tomar muestras
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de los perros con GD antes del tratamiento y
después, las muestras de biopsia de la piel se
fijaron en formalina al 10% para el examen
histolégico e inmunohistoquimico de rutina. Se
registraron los sitios de biopsia en cada animal.
Después de la recuperacion completa (80 dias
después del tratamiento) se eligieron diferentes
sitios para el muestreo de control. El protocolo
anterior se realizd para recolectar las muestras
de control. Los perros diagnosticados como GD
fueron tratados de acuerdo con un protocolo
estandar informado por Pekmezci et al (7).

Examenes histopatoldgicos. Después de
la fijacion con formalina al 10% e inclusién
en parafina, se cortaron secciones de 5-6 pm
de espesor. Se examinaron secciones de los
tejidos utilizando un microscopio (Nikon Eclipse
E600, Nikon Instruments Inc., Tokio, Japon)
después de tefiirlos con hematoxilina y eosina.
Se prepararon secciones adicionales para los
siguientes examenes inmunohistoquimicos.

Examenes inmunohistoquimicos. Para
determinar la inmunopositividad se utilizé el
kit complejo estreptavidina-biotina peroxidasa
(SABC; Zymed Laboratories, Inc.; San
Francisco, CA, USA). Las secciones de parafina
se sembraron en portaobjetos recubiertos
con 3-aminopropiltrietoxisilano (APES). Las
secciones desparafinadas dos veces en xileno
se pasaron por series de etanol absoluto, al 96
% y al 70 % para su rehidratacion. Todos los
pasos se llevaron a cabo en un ambiente himedo
y a temperatura ambiente. En los lavados se
utilizé tampdn fosfato (pH 7,4). Las secciones se
mantuvieron en metanol con H,0, al 3% durante
10 min. para la inhibicién de la actividad de la
peroxidasa endogena y luego se calentaron en un
horno de microondas a 600 vatios con solucion de
recuperacion de antigeno tamponada con citrato
(pH 6) para revelar la estructura antigénica que
se une a la soluciéon de formaldehido durante
10 min. y enfriado. Las secciones se expusieron
a suero de cabra al 5% durante 10 min. y con
anticuerpos primarios durante la noche a 4°C
de la siguiente manera para evitar la union
antigénica no especifica de la siguiente manera:
anticuerpos EGF policlonales de conejo (1:100;
MBS2003642, My BioSource, Inc. San Diego, CA,
USA), anticuerpos VEGF policlonales de conejo
( 1:50; orb191500, Biorbyt, Cambridge, UK),
anticuerpo IGF-1 policlonal de conejo (1:500;
orb312277, Biorbyt, Cambridge, UK), anticuerpo
IGF-2 policlonal de conejo (1:500; orb10887,
Biorbyt, Biorbyt, Cambridge, UK). La reactividad
de todos los anticuerpos utilizados contra
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especies caninas fue verificada por las empresas
que compraron los anticuerpos. Las secciones
se incubaron con anticuerpo secundario durante
20 min. y se incub6 con HRP durante 20 min.
El cromodgeno AEC se aplicé durante 5 min.
(controlando la reaccién del cromdgeno bajo
un microscopio). El procedimiento de tincién se
realizd con solucion de hematoxilina de Mayer,
luego se lavo con agua destilada y se monto con
medio de montaje a base de agua. Se omitieron
los anticuerpos primarios de las secciones de
control negativo, que se incubaron con suero
normal. Se sirvieron tejidos de testiculo canino,
rifidn, pancreas y placenta como control positivo
para los anticuerpos primarios EGF, VEGF, IGF-
1 e IGF-2, inmunoprespectivamente. El area
inmunopositiva se evalué semicuantitativamente
con microscopio (Nikon Eclipse E600, Nikon
Instruments Inc., Tokio, Japdn).

Analisis ELISA. Los niveles de EGF, VEGF, IGF-
1 e IGF-2 en muestras de suero se midieron
mediante el método ELISA utilizando kits de
prueba ELISA comerciales especificos para
perros (MyBioSource, Inc. San Diego, CA, USA)
de la siguiente manera: EGF (MBS2605242),
VEGF (MBS737581), IGF-1 (MBS041565) e IGF-
2 (MBS740813). Las pruebas se llevaron a cabo
de acuerdo con el procedimiento del fabricante.
De acuerdo con el procedimiento del kit, se
utilizaron como controles negativos el diluyente
estandar para EGF, el diluyente de muestra para
IGF-1y la solucién salina tamponada con fosfato
para IGF-2 y VEGF. Los analisis se realizaron
simultaneamente por duplicado. La absorbancia
del color en la microplaca se registré usando un
lector de microplacas (Infinite F50, Tecan Austria
GmbH, Groédig, Austria) y los niveles séricos se
calcularon de acuerdo con las concentraciones
estandar.

Evaluacion estadistica. Los datos se analizaron
utilizando el programa de paquete estadistico
(SPSS Statistics V21.0, IBM Corporation,
Armonk, NY). Los resultados se dieron como
media + desviacién estandar. La normalidad
se probd mediante la prueba de normalidad de
Shapiro-Wilk. La homogeneidad de las varianzas
se evalud mediante la prueba de Levene. Las
diferencias de grupo para EGF, VEGF, IGF-1 e
IGF-2 se determinaron utilizando pruebas t de
dos colas para muestras independientes. Un valor
p minimo de <0,05 se considerd significativo
para los hallazgos estadisticos.
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RESULTADOS

Después de completar el tratamiento, los perros
se recuperaron completamente sin efectos
secundarios. Las lesiones de demodicosis
generalizada se recuperaron por completo
después del protocolo de tratamiento y no
se observaron acaros en investigaciones
parasitologicas de muestras de raspado profundo
y en examenes histopatoldgicos de muestras de
biopsia recolectadas para la determinacion de
factores de crecimiento por inmunohistoquimica.

Concentraciones séricas de EGF, VEGF,
IGF-1 e IGF-2. Las concentraciones séricas de
EGF, VEGF, IGF-1 e IGF-2 antes y después del
tratamiento en perros con GD se presentan en
la tabla 1.

Tabla 1. Concentraciones séricas de EGF, VEGF, IGF-1
e IGF-2 antes y después del tratamiento en
perros con demodicosis generalizada.

Antes del Después del
tratamiento tratamiento

EGF (pg/mL) 136.8+15.2 44.3+7.0%
VEGF (pg/mL) 164.9+29.5 17.14£3.5%%*
IGF-1 (ng/mL) 206.4+41.1 71.6+7.4%%
IGF-2 (ng/mL) 79.7+13.3 20.4+5.2%*

*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. Prueba t para muestras
independientes.

La concentracién de EGF en suero fue de
136.8+15.2 pg/mL antes del tratamiento y de
44.3+7.0 pg/mL después del tratamiento. La
diferencia fue estadisticamente significativa
(p<0.05). Después del tratamiento, el EGF
sérico se redujo 3.09 veces. La concentracién
de VEGF en suero después del tratamiento
fue significativamente menor que antes
del tratamiento (17.1£3.5 pg/mL frente a
164.9+£29.5 pg/mL) (p<0.001). El tratamiento
de perros que padecian GD provocd una
reduccién significativa en las concentraciones
séricas de VEGF hasta 9.64 veces. El IGF-1
sérico disminuyd significativamente en perros
después del tratamiento (71.6+7.4 ng/mL)
en comparacion con antes del tratamiento
(206.4%+41.1 ng/mL; p<0.01). De manera
similar, la concentracion de IGF-2 en suero
disminuyd después del tratamiento (79.7+13.3
ng/mL frente a 20.4+5.2 ng/mL; p<0.01).

Hallazgos histopatoldgicos. La epidermis
en perros con GD se engrosd debido a la
proliferacion de queratinocitos. Se observaron
dilataciones quisticas en foliculos pilosos con
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epitelio escamoso multicapa. Se encontraron
acaros D. canis y residuos queratinosos en la
mayoria de los [imenes del foliculo piloso (Figura
1a). Se observaron infiltrados de linfocitos,
células plasmaticas, histiocitos y células gigantes
alrededor de las glandulas foliculares y sebaceas
en las muestras de piel de perros con GD (Figura
1b). Después del tratamiento, se determind que
el grosor de la epidermis volvio a la normalidad
y no se encontraron infiltraciones de acaros D.
canis ni de células inflamatorias en las secciones.

- o TR T ERT L Y L :
Figura 1. (a) Piel con demodicosis generalizada que
muestra luz folicular que contiene acaros

(flecha) y restos queratinosos (b) foliculitis

infiltrada con células plasmaticas, linfocitos

e histiocitos (flechas). EL, un 280x; b 140x.

Hallazgos inmunohistoquimicos

Expresion de EGF en la piel. La inmunotincion
de EGF se determind citoplasmicamente en los
queratinocitos de la epidermis en secciones de
piel tomadas antes y después del tratamiento.
La expresién de EGF citoplasmatico aumenté
(22.7+5.4) en los queratinocitos de la epidermis
antes del tratamiento (Figura 2a), pero después
del tratamiento, tanto la intensidad de la tincion
como el nimero de queratinocitos tefidos
disminuyeron (4.6+0.6) (p<0.01) ( Figura 2b).
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Figura 2. (a) Inmunotincién intensa de EGF (flechas)
en queratinocitos antes del tratamiento
(b) Inmunotincién débil de EGF (flechas)
en queratinocitos después del tratamiento.
Inmunotincién SABP, cromdégeno AEC,
contratincién de hematoxilina de Mayer, 560x.

Expresion de VEGF en la piel. La
inmunopositividad de VEGF se determind
citoplasmicamente en queratinocitos en la
epidermis antes y después del tratamiento. En las
tinciones inmunohistoquimicas de VEGF realizadas
en secciones de pretratamiento de piel de perro
con GD, las expresiones citoplasmaticas de VEGF
fueron altas en los queratinocitos en la epidermis
(Figura 3a), pero después del tratamiento, tanto
la intensidad de la tincidn como el numero de
queratinocitos tefiidos disminuyeron (23.8 + 4.3
vs. 3.2+0.4, p<0.01) (Figura 3b). Ademas, las
expresiones de VEGF se observaron intensamente
en células endoteliales vasculares recién formadas
y fibroblastos en la dermis del area inflamatoria
antes de las secciones pretratadas de piel de perro
con GD (Figura 3c), mientras que no se observd
expresion en células endoteliales vasculares y
fibroblastos en el dermis después del tratamiento
(Figura 3d).
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Figura 3. (a) Inmunotincion intensa de VEGF (flechas) en queratlnocitos antes del tratamiento (b) Inmunopositividad
débil de VEGF (flechas) en queratinocitos después del tratamiento, (c) inmunopositividad de VEGF
en células epiteliales alrededor de fibroblastos (flechas) en la dermis y las glandulas sebaceas (d)
Inmunopositividad de VEGF (flechas) en las células endoteliales vasculares de la dermis. Inmunotincién
SABP, cromoégeno AEC, contratincion de hematoxilina de Mayer, ay b 20x; c y d 560x.

Expresion de IGF-1 en la piel. Se observé
inmunopositividad de IGF-1 citoplasmatico en
queratinocitos en la epidermis tanto antes como
después del tratamiento (Figura 4a). Después
del tratamiento, las expresiones de IGF-1 se

ad > v - b | ) %

redujeron significativamente en términos de
intensidad de tincidn y cantidad de queratinocitos
en comparacion con los niveles previos al
tratamiento (20.5+3.8 frente a 5.7+1.8;
p<0.05) (Figura 4b).

Figura 4. (a) Inmunotincién intensa de IGF-1 (flechas) en queratinocitos en la epidermis antes del tratamiento,
(b) Inmunotincion débil de EGF (flechas) en queratinocitos después del tratamiento. Inmunotincion
SABP, cromdégeno AEC, contratincion de hematoxilina de Mayer, a y b 280x.
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Expresion de IGF-2 en la piel. Antes y después
del tratamiento, se observaron expresiones
citoplasmaticas de IGF-2 en queratinocitos en
la epidermis. La intensidad y la cantidad de
inmunotinciéon de IGF-2 en los queratinocitos
aumentaron antes del tratamiento (34.5+4.0)
(Figura 5a) y disminuyeron después del

. p
M!ﬂ;_ﬁl S

tratamiento (3.0+0.4; p<0.001) (Figura 5b).
Ademas, antes del tratamiento se observaron
células epiteliales en la pared de la luz de los
foliculos pilosos e inmunotincién de macréfagos
en la region intersticial (Figura 5¢) mientras que
en las secciones de piel después del tratamiento
no se observaron (Figura 5d).
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Figura 5. (a) Inmunotincién intensa de IGF-2 (flechas) en queratinocitos antes del tratamiento, (b) Inmunotincién
débil de IGF-2 (flechas) en queratinocitos después del tratamiento, (c) Inmunopositividad de IGF-2 en el
epitelio del foliculo piloso (flecha) y (d) Inmunopositividad de IGF-2 en macréfagos en la dermis (flechas).
inmunotincion SABP, cromdgeno AEC, contratincién de hematoxilina de Mayer, a, b y c 280x; 560x.

DISCUSION

La demodicosis generalizada es uno de los
problemas dermatolégicos mas comunes en
perros, a menudo asociada con dermatitis
nodular, perifoliculitis, foliculitis y furunculosis
(2). La respuesta inmunitaria cutanea local
se estimula en las lesiones dérmicas que
progresan desde la perifoliculitis hasta la
furunculosis en perros con GD (3). La relacion
entre las respuestas inmunes en la piel y los
diferentes mecanismos celulares y moleculares
tienen un papel crucial en la reparacion de la
piel y la curacion de la enfermedad. Aunque
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se han llevado a cabo estudios para dilucidar
los mecanismos moleculares en el proceso
de curacion de las heridas de la piel (10,12),
los mecanismos complejos aun son muy
desconocidos. A pesar de la creciente evidencia
de los efectos de los factores de crecimiento en el
proceso de reparacion de la piel, el posible efecto
del tratamiento sobre el cambio en los factores
de crecimiento circulantes y/o de la piel en perros
con GD aun no se ha investigado completamente.
El propdsito del presente estudio fue demostrar
los niveles de expresidn tanto circulantes como
cutaneos de IGF-1, IGF-2, EGF y VEGF en los
perros con GD tratados con amitraz mas IPPVO.
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Nuestros hallazgos inmunohistoquimicos en los
perros con GD mostraron que los altos niveles
de inmunopositividad en los queratinocitos antes
del tratamiento se redujeron significativamente
después del tratamiento. Ademas, en el presente
estudio, los niveles séricos elevados de EGF en
los perros con GD se redujeron significativamente
(p<0.05) después del tratamiento. Por lo tanto,
estos hallazgos indican que EGF tiene un efecto
de contribucién del proceso de regeneracion
epitelial en perros con GD.

El VEGF desempefia un papel en funciones
fisioldgicas como la hematopoyesis, la formacién
0sea, el crecimiento y la cicatrizacion de heridas
(20,21); también se informd su relaciéon con
la progresion tumoral (31). El VEGF muestra
su efecto sobre la cicatrizacion de heridas a
través de la mejora de la neovascularizacion
(11,22). La relacién entre la expresion de
VEGF y la angiogénesis en el proceso de
cicatrizacion también se informd en un modelo
de heridas en ratas (32). Nuestros resultados
inmunohistoquimicos en el presente estudio
mostraron que el alto nivel de inmunopositividad
de VEGF observado en los queratinocitos antes del
tratamiento mostré una disminucion significativa
después del tratamiento. De manera similar, el
valor de VEGF en suero, en comparacion con
el nivel de VEGF obtenido en el pretratamiento
(17.1+£3.5 pg/mL), también disminuyo 9,64 veces
después del tratamiento (164.9+29.5 pg/mL) con
una diferencia significativa (p<0.001). Después
del tratamiento, se determind que el nivel de VEGF
en suero en perros estaba cerca de los valores
de VEGF en suero informados anteriormente en
perros sanos (11.14 pg/mL) (33) y (14.9 pg/
mL) (34). Mukorera et al (35) postularon que la
concentracion de VEGF circulante en perros con
espirocercosis neoplasica era mayor que en los
no neopldsicos y sanos.

Se demostré una asociacién de IGF-1 con los
trastornos de la piel y la cicatrizacion de heridas
(23). En nuestro estudio, la concentracion sérica
de IGF-1 disminuyd (p<0.01) en el postratamiento
en comparacion con el pretratamiento. Este
hallazgo sugiere que el tratamiento exitoso con
una combinacién de amitraz mdas IPPVO tiene
un efecto decreciente en el nivel de proteina
circulante de IGF-1 en perros con GD. Ademas,
se ha sugerido que IGF-1 tiene una actividad
mitogénica en el crecimiento y regeneracion
de células epidérmicas (36). Los estudios
han demostrado que las expresiones de IGF-
1 e IGF-2 aumentan durante el proceso de
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cicatrizacion de heridas en el momento en que
los fibroblastos dominan (8). Ademas, nuestros
hallazgos inmunohistoquimicos mostraron una
disminucién significativa en la expresién de IGF-
1 después del tratamiento que aumenté antes
del tratamiento en la piel de los perros con GD.
Anteriormente informamos que el aumento de
la expresion tisular y la concentracion sérica de
IGF-2 podria deberse a la proliferacion de células
nuevas, como los queratinocitos y los fibroblastos,
durante el proceso de reparacion de la piel en GD
canina (28). El analisis inmunohistoquimico del
presente estudio mostré una fuerte localizacion
intracitoplasmatica del IGF-2 en los queratinocitos,
histocitos y fibroblastos del tejido de la piel
en perros con GD. Ademas, se sabe que el
IGF-2 sintetizado localmente contribuye a la
vasculogénesis posnatal mediante la proliferacion
de células progenitoras endoteliales (37). Como
resultado de este estudio, se determind que
los niveles de IGF-2 disminuyeron tanto en
la concentracion sérica (p<0.01) como en la
expresion cutanea después del tratamiento en
perros con GD. De hecho, el aumento de los
niveles previos al tratamiento de los niveles de
expresion sérica y tisular de IGF-2 en perros
con GD puede explicarse por la proliferacion de
nuevas células de queratinocitos y fibroblastos
relacionados con los dafios en la piel.

El presente estudio reveld que los queratinocitos
en la epidermis sana expresan factores de
crecimiento estudiados, incluidos EGF, VEGF,
IGF-1 e IGF-2. Sin embargo, sus expresiones
aumentaron significativamente en perros
que padecian GD y sus niveles de expresion
disminuyeron después del tratamiento. En
consecuencia, este estudio demostré que el
tratamiento con IPPVO y amitraz en perros que
padecian GD dio como resultado una reduccion
significativa en los niveles de proteina sérica y
las expresiones cutaneas de EGF, VEGF, IGF-1 e
IGF-2. Los niveles elevados de proteinas séricas
y su elevacion simultanea en la epidermis de
estos factores de crecimiento podrian ser parte
del proceso de curacion de la epidermis afectada
por GD. Podria postularse que, después del
tratamiento, estos factores ya no eran necesarios
para la epidermis curada y, por lo tanto,
regresaron a su nivel normal. Estos cambios no
se consideraron especificos del principio activo
utilizado para el tratamiento ni relacionados con
la propia enfermedad. Por lo tanto, el estudio
presentado brinda datos importantes sobre los
efectos de los factores de crecimiento en esta
desafiante enfermedad en perros y requiere mas
investigacién.
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