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1. Resumen: En Junio de 2015, fue remitido al Hospital Veterinario de la Universidad de
Zaragoza, un caballo macho, castrado, de 26 afios, con un historial de adelgazamiento
progresivo. En el examen clinico destacd el hallazgo de disnea mixta con marcados esfuerzos
inspiratorios junto con un patrén nodular-intersticial difuso en las radiografias. Antes de
establecer un diagndstico y debido al pobre prondstico, el animal fue eutanasiado. En la
necropsia destaco la presencia de multiples nddulos firmes y blanquecinos distribuidos por
todo el pulmdn. Tras el estudio histoldgico se establecid el diagndstico definitivo de fibrosis
pulmonar multinodular equina (FPME). Ademds, se realizé una PCR para el herpesvirus equino
tipo 5 (EHV-5) en tejido pulmonar, cuyo resultado fue positivo. La FPME es una enfermedad
pulmonar progresiva exclusiva de los caballos de mediana y alta edad que fue descrita por
primera vez en el afio 2007 en EEUU, en asociacién a la infeccidon por EHV-5, aunque su papel
en la patogenia no esta claramente definido. La infeccidon por EHV-5 estd distribuida a nivel
mundial, mostrando prevalencia variable aunque generalmente alta. Sin embargo, la
frecuencia de presentacién de la enfermedad es baja. En la patologia macroscdpica de la
enfermedad se han descrito dos presentaciones, ambas caracterizadas por la presencia de
multiples ndédulos blanquecinos en la superficie y en la seccién pulmonar. En el estudio
histolégico de ambas formas, se observa una neumonia intersticial con una marcada fibrosis
intersticial. La histologia es la Unica prueba valida para la confirmacion del diagnéstico de
FPME. La FPME ha sido escasamente descrita en nuestro pais y deberia incluirse en el
diagndstico diferencial de todos caballos que manifiesten signos respiratorios vy

adelgazamiento progresivo.

1. Abstract: A 26 year old gelding horse with a history of chronic weight loss was referred to
the Veterinary Hospital at the University of Zaragoza. On physical examination, the horse
showed mixed dyspnea with increased inspiratory and expiratory efforts along with nodular-
interstitial lung pattern under X ray examination. The animal was killed before a diagnosis was
established due to poor prognosis. The presence of firm, whitish nodules throughout the lung
was remarkable at the postmortem exam. A final diagnosis of equine multinodular pulmonary
fibrosis (EMPF) was established after the histopathologic study. Moreover, PCR for the
detection of equine herpesvirus type 5 (EHV-5) was performed with positive results. EMPF is
an specific pulmonary progressive disease of adult horses that was first described in the USA in
2007, linked to EHV-5 infection, although the role of the virus in the pathogenesis of the
disease is not clear. The EHV-5 infection is distributed worldwide and it shows a variable but
normally high prevalence. However, the incidence of the clinical disease is very low. Grossly,

the disease shows two presentation forms, both of them characterized by the presence of



various whitish nodules on the pleural and cut surface. Histopathological study of both gross
forms shows an interstitial pneumonia and severe interstitial fibrosis. Histopathology is the
only confirmatory test for the diagnosis of EMPF. EMPF has been scarcely described in Spain
and this disease should be included in the differential diagnosis of horses with respiratory signs

and chronic weight loss.

2. Justificacion:

Se ha realizado este trabajo de fin de grado, ya que por primera vez se describié un caso de
fibrosis pulmonar multinodular equina (FPME) en el Hospital Clinico Veterinario de la
Universidad de Zaragoza (HVUZ), que ademds es uno de los primeros diagnosticados en
Espafia. Se trata de una enfermedad poco conocida, descrita por primera vez en 2007 y donde
actualmente se lleva a cabo una intensa investigacién, ya que todavia no han sido aclarados
muchos aspectos de esta patologia, por lo que ademds de la presentacion del caso se ha

realizado una revision bibliografica completa.

3. Objetivos:

Los objetivos del presente TFG son: i) descripcion completa de un caso clinico de FPME
diagnosticado en el HVUZ, ii) revisar el conocimiento que hasta la fecha se tiene de la
enfermedad mediante una exhaustiva revisién bibliografica v iii) realizar una discusién para
comparar los hallazgos encontrados en nuestro caso con los hallazgos observados en otros

casos publicados previamente

4. Metodologia:

La metodologia utilizada en la presentacién del caso comprende la descripcion de una serie de
pruebas clinicas, tales como exploracidn clinica, ecografias, radiografias y toracoscopia, junto
con la descripcidn macroscopica y microscépica de las lesiones halladas. El estudio
microscopico se ha realizado a partir de tejido pulmonar tomado durante la necropsia, el cual
fue fijado en formol al 10%, incluido en parafina y conservado en dos bloques diferentes. De
forma rutinaria, se realizaron tinciones de hematoxilina y eosina y tras confirmar el diagndstico
de FPME, se realizd un estudio mediante tinciones especiales, en concreto, Plata de
metenamina y tricrémico de Gallego y de Masson, ademds de tinciones de

inmunohistoquimica para varios antigenos de interés.

En cuanto a la identificaciéon del EHV-5, se realizé un estudio PCR sobre tejido pulmonar



obtenido en la necropsia e incluido en parafina. Las muestras fueron enviadas al laboratorio de
enfermedades infecciosas de la universidad y a un laboratorio en EEUU. En el caso de la
revision bibliografica se ha utilizado la base de datos pubmed y la biblioteca de la UNIZAR y

para la gestidn de las citas y la bibliografia se ha empleado el gestor de citas, Refworks.

5. Introduccion

Las enfermedades intersticiales pulmonares del caballo o también conocidas como neumonias
intersticiales, son un grupo heterogéneo de patologias esporadicas respiratorias, que se
presentan en los équidos adultos y se caracterizan principalmente por el desarrollo de una
fibrosis intersticial (Rush, B. y Mair, T., Equine Respiratory Diseases, 2004; Williams et al.
2007). Durante los ultimos afios se han diagnosticado en caballos casos de neumonias
intersticiales, que tradicionalmente se han clasificado dentro de tres grupos denominados:

neumonia intersticial eosinofilica o idiopatica, neumoconiosis silicosa y neumonia

granulomatosa idiopatica (Dunkel et al. 2012). A nivel clinico estas enfermedades se
caracterizan por cuadros crénicos respiratorios, con datos hematoldgicos indicativos de una
inflamacidn crdénica, por lo que en muchas ocasiones su diferenciacion solo es posible
mediante técnicas de histologia (Dunkel et al. 2012). La patogenia de este grupo de
enfermedades no estd clara y en muchos casos el agente causal no se logra identificar
denominandose los procesos comunmente como “neumonias intersticiales idiopaticas”
(Dunkel et al. 2012). Algunos agentes vinculados con el desarrollo de estos procesos, son por

ejemplo fenédmenos de hipersensibilidad, agentes tdxicos de plantas, gases toxicos, silicosis,

endotoxinas etc. (Rush, B. y Mair, T., Equine Respiratory Diseases, 2004; Poth et al. 2009),

En el afio 2007 en EEUU, fue descrita una nueva forma de neumonia intersticial, diferente a las
descritas con anterioridad y caracterizada por el desarrollo de una marcada fibrosis pulmonar
intersticial con patrén nodular. La enfermedad se denominé fibrosis pulmonar multinodular
equina (FPME) y el desarrollo de la misma se asocio a la infeccion virica a nivel pulmonar de un

gammaherpesvirus conocido como herpes virus equino tipo 5 (EHV-5) (Williams et al. 2007).

Los herpesvirus son un numeroso grupo de virus ADN, con un tamafio variable de entre 120-
250 nm y envueltos por una membrana glicoprotéica. Estan ampliamente distribuidos por todo
el reino animal, afectando tanto a hospedadores vertebrados como invertebrados. En general
presentan alta especificidad por sus hospedadores y no sobreviven bien fuera de ellos,
inactivandose con facilidad. En cuanto a su patogenia, lo mas caracteristico es la capacidad de
persistir en sus hospedadores en un estado latente, generando en muchas ocasiones ciclos

continuos de reactivacidn-inactivacidon. También es caracteristico su elevada capacidad para
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evadir el sistema inmune (SI), de manera que en muchas ocasiones generan infecciones
latentes en las células del SI (Maclacnlan, J.N. y Dubovi, J.E., Fenner’s Veterinary Virology,

Fourth Edition, 2011;).

Taxondmicamente el Orden herpesvirales, se encuentra subdividido en tres familias conocidas
como Herpesviridae, Alloherpesviridae y Malacoherpesviridae. Hasta la fecha, se han
identificado 5 herpesvirus capaces de producir naturalmente infeccion en los caballos, estando

todos ellos englobados dentro de la familia Herpesviridae.

Agente virico Subfamilia Relevancia clinica
Herpesvirus Puede producir abortos, sintomas respiratorios
equino tipo 1 Alphaherpsvirinae inespecificos (tos, disnea, intolerancia al ejercicio
(EHV-1) etc.), y mieloencefalopatia (EHM).

No esta clara su patogenia (Poth et al; 2009). Se ha
Herpesvirus
relacionado con problemas respiratorios de vias
equino tipo Gammaherpesvirinae
altas y bajas (heumonia) , queratoconjutivitis, y
2(EHV-2)
Ulceras gastroesofagicas

Herpesvirus
Exantema coital: lesiones ulcerativas y pustulares

equino tipo Alphaherpsvirinae
€n pene,prepucio y vagina.
3(EHV-3)
Herpesvirus Virus de la rinoneumonitis, produce neumonias,
equino tipo Alphaherpsvirinae ictericia y dafio hepatico en neonatos.Cuadro
respiratorios en potros, y abortos en yeguas en
4(EHV-4) ultimo 1/3 de la gestacién

Herpesvirus
Posible asociacidon con FPME, linfomas y
equino tipo Gammaherpesvirinae
pancitopenias.
5(EHV-5)

TABLA 1: Herpesvirus equinos capaces de infectar naturalmente a los caballos y su relevancia

clinica (Maclacnlan, J.N. y Dubovi, J.E., Fenner’s Veterinary Virology, Fourth Edition, 2011).

En concreto, el EHV-5 es un gammaherpesvirus del género percavirus, que fue reconocido por
primera vez en 1987 (Browning y Studdert 1987) como un miembro diferente del entonces
heterogéneo grupo de los herpesvirus equinos tipo 2 (EHV-2). Fue en el 2007 cuando se
describié por primera vez su capacidad para inducir lesiones pulmonares (FPME) en caballos,
siendo ademas la primera correlacion en medicina veterinaria entre el desarrollo de una

fibrosis pulmonar y una infeccidn virica (Williams et al. 2007).




6. Resultados:

6.1. Revision bibliografica de la FPME y el EHV-5

6.1.1. Cuadro clinico de la FPME

Desde la primera descripcién de la enfermedad en 2007 (Williams et al. 2007), han sido varios
los casos de FPME estudiados en EEUU, Europa y Australia, entre los que cabe mencionar a
Hart et al. 2008; Wong et al. 2008; Poth et al. 2009; Kubiski et al. 2009; Niedermaier et al.
2010; Verryken et al. 2010; Lehmecker et al. 2010; Schneider et al. 2010; Marezonzi et al.
2011; Soare et al. 2011; Vander Werf et al. 2011; Back et al. 2012; Scharner et al. 2012;
Schwarz et al. 2012; Spelta et al. 2013; Schwarz et al. 2013a; Schwarz et al. 2013b; Vander
Werf et al. 2013; Vander Werf et al. 2014; Bawa et al. 2014; Dunowska et al. 2014; Panziera et
al. 2014. De acuerdo con todos estos casos, la FPME se caracteriza clinicamente por ser una
enfermedad pulmonar crénica y progresiva, exclusiva de los caballos, a la cual se han asociado
una serie de signos clinicos concretos y que son diferentes en nimero e intensidad segun la
fase clinica que atraviesa el animal. Asi pues, en las fases iniciales de la enfermedad todos los
animales muestran falta de apetito y adelgazamiento progresivo, ademds también es muy
frecuente que muestren episodios de fiebre recurrente, intolerancia al ejercicio, taquicardia y
taquipnea. En ocasiones también muestran disnea leve, descarga nasal, tos, y con menos
frecuencia alteraciones en la auscultacidn tales como crepitancias, sibilancias y aumento de los
sonidos respiratorios. Conforme progresa la enfermedad estos signos se van haciendo mas
severos, de forma que se observa presencia de marcados esfuerzos respiratorios tanto
espiratorios como inspiratorios, disnea mucho mdas marcada, episodios de fiebre mas intensos
y duraderos y la falta de apetito progresa hacia la anorexia, por lo que la condicién corporal del
animal se sigue deteriorando. En las fases finales de la enfermedad los animales padecen
hipertension pulmonar, pudiendo desarrollar cor pulmonale y descompensacion cardiovascular

(Schwarz et al. 2013a).

En cuanto a la hematologia y bioquimica las anomalias que puede presentar un caballo con
FPME son bastante variables, siendo lo mas frecuente alteraciones tales como anemia
regenerativa, hipoxemia, leucocitosis con neutrofilia madura, linfopenia, hiperfibrinogenia o
hipoalbuminemia. En los casos que se realizé un seguimiento analitico (Schwarz et al. 2013a)
se observd que las alteraciones se hacen mas severas conforme la enfermedad progresay si el
tratamiento es eficaz las anomalias se revierten, aunque tardan a corregirse (Schwarz et al.

2013b).



Los cambios radioldgicos progresan desde un patrén intersticial hacia un patrén nodular
(Schwarz et al. 2013a), por lo que a nivel radiografico es practicamente constante el hallazgo
de un patrén nodular intersticial difuso inicial, localizado principalmente en el area pulmonar
medio-ventral y crdneo-ventral (Wilkins et al. 2013). En el examen ecografico las anomalias
gue pueden estar presentes son el arrugamiento de la pleura y la presencia de zonas
hiperecoicas con sombras acuUsticas anexas denominadas “colas de cometa”. Lo mas
caracteristico es la presencia bilateral de zonas de consolidacién pulmonar, con un tamafo
variable de entre 1y 8 cm, con un patrén nodular y distribuidas multifocalmente. Si existe una
hipertension pulmonar se puede poner en evidencia mediante la realizacién de una
ecocardiografia. Tanto los cambios radioldgicos como los cambios ecograficos se acentuan
conforme progresa la enfermedad, de forma que los nddulos aumentan de taafio en las
radiografias y las zonas de consolidacién pulmonar ecograficas también aumentan (Wilkins et
al. 2013). En los pocos casos en los que hay respuesta al tratamiento, las anomalias ecogréficas
y radioldgicas mejoran hasta desaparecer, siendo los cambios radiolégicos los primeros en

revertirse (Schwarz et al. 2013b).

El andlisis citolégico de fluidos pulmonares, bien sea extraidos mediante lavado broncoalveolar
o mediante aspirado transtraqueal, suele ser compatible con una inflamacién de tipo
neutrofilico, con presencia de neutréfilos no degenerados, moderada cantidad de macréfagos
y menor numero linfocitos (Niedermaier et al. 2010). En la gran mayoria de los casos no se han
identificado agentes infecciosos secundarios y en algunas ocasiones se han observado

macréfagos con cuerpos de inclusién (Cl) intranucleares eosinofilicos (Schwarz et al. 2013b).

6.1.2. Cuadro lesional de la FPME

Tanto a nivel macroscépico como microscépico las lesiones descritas para la FPME son
similares entre los diferentes casos y por lo general, las lesiones varian en severidad, de tal
manera que cuantos mas dias lleva instaurada la enfermedad, mas severas son las lesiones. La

siguiente descripcidn se basa en algunos trabajos citados en este TFG

A) Macroscopia: las alteraciones macroscopicas vinculadas a la FPME se localizan

exclusivamente a nivel del aparato respiratorio, y segun se ha descrito la enfermedad puede

presentarse con dos aspectos diferentes (Williams et al. 2007; Poth et al. 2009):

e Forma difusa: se caracteriza por la presencia en el pulmdén de numerosos nddulos

coalescentes, blanquecinos y firmes al tacto, con un tamano variable de entre 1y 5



cm. Los nddulos se distribuyen por todo el pulmdn y entre ellos apenas se observan
areas de tejido pulmonar sano.

e Forma multifocal: los nddulos firmes y blanquecinos tienen un tamafio de hasta 10
cm, se distribuyen multifocalmente y estan rodeados por amplias zonas de tejido

pulmonar normal. Su presentacidn es menos comun

En ambas formas los pulmones estdn aumentados de tamafio, no se observan colapsados y es
frecuente que la impresidn costal en la superficie pleural sea evidente (Marezonzi et al. 2011).
En algunos casos los linfonodos bronquiales estdan aumentados de tamafio, y muestran pérdida

de su arquitectura (Poth et al. 2009; Schwarz et al. 2013a).

B) Microscopia: Histolégicamente, independientemente de la forma de presentacion

macroscopica, se desarrolla neumonia intersticial y fibrosis intersticial, localizadas
principalmente a nivel del parénquima alveolar. Los septos alveolares estdn muy expandidos,
como consecuencia del depdsito de fibras de colageno y de la infiltracion de células de tipo
inflamatorio, entre las que predominan los linfocitos y en menor medida neutrdfilos, células
plasmaticas y ocasionalmente eosindfilos. En la mayoria de las ocasiones el coldgeno
depositado es maduro y se dispone de forma ordenada formando nddulos de fibrosis
claramente delimitados respecto del tejido pulmonar sano. Sin embargo, en ciertas ocasiones
el coladgeno depositado es inmaduro y se entremezcla con el tejido sano impidiendo diferenciar

ambos tejidos.

En las zonas lesionadas donde el colageno se distribuye de forma ordenada, se produce una
remodelacidn de la arquitectura normal del pulmdn, de tal forma que las luces alveolares no se
destruyen y estdn tapizadas por células epiteliales cuboidales, que son neumocitos tipo Il
hiperplasicos. Tanto el interior de los bronquiolos como estos espacios alveolares suelen estar
ocupados por neutréfilos, macréfagos activados, detritus celulares, células gigantes
multinucleadas y en raras ocasiones en el interior de los macréfagos alveolares se ven cuerpos
de inclusién (Cl) intranucleares esonifilicos. Este patrdn lesional es caracteristico de la FPME y
recibe el nombre de “alveolar-like architecture” o “honeycombing pattern” (Poth et al. 2009).
Sin embargo, en las areas en las que el colageno no se dispone de forma ordenada los septos
alveolares son destruidos y no se visualiza dicha estructura. Cuando los linfonodos estan
afectados, lo que se observa es una hiperplasia reactiva con presencia de algunas células

multinucleadas (Schwarz et al. 2013a).



6.1.3. Etiopatogenia de la FPME:

A) Etiologia: La presentacion de la FPME se ha asociado a la infeccién pulmonar por el herpes
virus equino tipo 5 (EHV-5) (Williams et al. 2007), aunque se han descrito casos de FPME con
una co-infeccidon pulmonar por EHV-5 y EHV-2 (Poth et al. 2009), por lo que quizas éste ultimo
también podria contribuir al desarrollo de la enfermedad (Marezonzi et al. 2011). De acuerdo
con los principios bdsicos de epidemiologia, para que un microorganismo sea identificado
como agente etiolégico de una enfermedad debe cumplir los 4 postulados de Koch, los cuales
no cumple por completo el EHV-5 (Wilkins et al. 2013). A pesar de ello, estos autores y otros
muchos (Torfason et al. 2008; Hart et al. 2008; Wang et al. 2008; Schwarz et al. 2013a),
identifican al EHV-5 como el principal agente etioldgico responsable del desarrollo de FPME,
pero no descartan otras etiologias y factores secundarios responsables del proceso. Para ello

se basan en:

1. Existen muchos casos de FPME en los que el EHV-5 ha sido el Unico agente pulmonar
identificado, por lo que la mayoria descartan que el EHV-2 también participe en el

desarrollo de FPME (Wong et al. 2008; Hart et al. 2008; Schwarz et al. 2013a).

2. El EHV-5 ha sido identificado en el pulmdn mediante técnicas de PCR de los caballos
diagnosticados de FPME y no se ha detectado en la mayoria de los casos control (Williams

et al. 2007, Dunowska et al. 2014).

3. Mediante técnicas de microscopia electréonica e hibridacion in situ, el EHV-5 ha sido
identificado en el interior de macréfagos alveolares, que se localizaban en las areas

lesionadas del pulmdn de caballos diagnosticados de FPME (Williams et al 2007)

4. Se ha conseguido reproducir la FPME en caballos sanos tras la inoculacién a nivel pulmonar
de ciertas cepas del EHV-5, vinculando la aparicion y desarrollo de las lesiones a la

infeccién pulmonar por estas cepas (Williams et al., 2013)

5. La frecuencia de deteccion del EHV-5, asi como la carga viral observada en la sangre,
secreciones nasales y en el lavado pulmonar de animales diagnosticados de FPME, es

significativamente mayor que la observada en los animales sanos (Pusterla et al. 2015).



B) Patogenia de la enfermedad: La FPME se caracteriza por ser una patologia pulmonar

progresiva en la que el EHV-5 juega un papel central, bien sea como agente primario o como
co-factor de un proceso multifactorial (Dunowska et al. 2014). Williams y colaboradores, en
base a los datos obtenidos a partir de su estudio en el que se consiguieron reproducir la FPME
en caballos sanos, propusieron que el inicio y progresién de las lesiones pulmonares, asi como
la fase clinica en la que se encuentra el animal, depende de que el EHV-5 esté en una fase litica
o en una fase latente y de la evolucidon de ambas en el tiempo. De manera que segun estos
autores al comienzo del proceso de la FPME el virus se localizaria en el pulmén, con una carga
virica baja y en fase latente, expresando aun asi un niumero bajo de copias de ADN, que son
suficientes para iniciar las lesiones alveolares y posterior desarrollo de fibrosis pulmonar.
Durante esta fase de la patologia los animales no muestran signos clinicos, el aislamiento virico
no es posible y no se encuentran Cl en los macréfagos alveolares. Los mismos autores
concluyeron que en algin momento y por diversos mecanismos no del todo bien conocidos
actualmente, se produce una reactivacién virica instaurdndose una fase litica, que coincidiria
con la progresion de las lesiones y a partir de la cual comienzan a observarse signos clinicos,
siendo también frecuente la observacion de Cl en los macréfagos alveolares. A partir de este
momento ambos estatus de infeccion conviven en el pulmdn. En su estudio también
concluyeron que tanto en los casos de FPME naturales (Williams et al. 2007), como en sus
casos de FPME experimental inducida, el coldgeno depositado era ya muy maduro, lo que
sugiere que el intervalo de tiempo entre el dafio pulmonar y el inicio de la fibrosis es muy

corto.

Se ha sugerido que la mayor parte de los virus localizados en el pulmdn estan en estado
latente, ya que se han obtenido resultados negativos en el cultivo celular realizado a partir de
tejido pulmonar que habia sido positivo a la PCR para el EHV-5. Estos autores también suponen
que en la fase clinica de la enfermedad hay instaurada una infeccién litica en el pulmén, pues
los Cl son indicativos de la misma (Williams et al., 2007 y Marezonzi et al., 2011, Dunowska et

al. 2014)

Seguramente los mecanismos y circunstancias implicadas en el desarrollo de la FPME sean
complejos, especificos y poco frecuentes, ya que pocos animales acaban desarrollando una
fibrosis pulmonar. A pesar de no conocerse bien el proceso patogénico, para muchos autores
no hay duda de que la infeccién por EHV-5 es una causa necesaria para el desarrollo de FPME
(Williams et al. 2007,2013; Wong et al. 2008; Poth et al. 2009; Marezonzi et al. 2011; Dunkel et
al. 2012; Wilkins et al., 2013).
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Posibles mecanismos de patogénesis:

2
%

R
°o

La infeccidn a nivel pulmonar y el papel de las células pulmonares En el analisis realizado
mediante gPCr a un caballo con FPME, se determiné que el EHV-5 estaba presente en
varios érganos, pero de todos ellos sélo el pulmdn presentaba lesiones. Ademas, la carga
virica era mayor en el pulmdn que en el resto de érganos y concretamente en las areas del
pulmén que presentaban las lesiones mas severas, lo que sugiere una fuerte correlacion
entre la infeccién por el EHV-5 a nivel pulmonar y el desarrollo de la FPME (Marezonzi et
al. 2011). Mediante técnicas de inmunohistoquimica se ha identificado que en la FPME las
células con mayor carga antigénica son los miofibroblastos y los macréfagos alveolares,
por lo que seria de esperar que la infeccidon a nivel pulmonar y el papel de ambas células
sea clave en el desarrollo de FPME (Williams et al. 2013). Dichos autores, basan su
hipotesis en el hecho de que los miofibroblastos se han catalogado como células
responsables en la progresion de fibrosis pulmonares (Phan et al. 2012; Sivakumar et al.
2012) y en que el establecimiento de una infeccidn latente en los macréfagos alveolares,
es capaz de estimular la sintesis de factores profibréticos tales como el TGF-B, que podrian
actuar como mediadores del proceso (Stoolman et al. 2010). Los macréfagos activos
regulan los mecanismos celulares de reparacion tisular, angiogénesis, inflamacion y
secrecion de factores profibréticos, ademas han sido propuestos como células clave en el
desarrollo de la fibrosis idiopatica humana (Mora et al. 2006). Por esta razdn la alteracién
de las funciones de los macréfagos, como consecuencia de una infeccidn activa por EHV-5

podria jugar un papel importante en el desarrollo de las lesiones (Dunowska et al. 2014).

La interaccidn con el sistema inmune: El EHV-5 posee un gen homdlogo al que codifica de
manera natural la sintesis de interleucina 10 enddgena, lo que le permite sintetizar una
citoquina similar a la enddgena, denominada viral IL-10-like protein. Esta citoquina de
origen virico posee la capacidad de producir inmunosupresion (Fortier et al. 2010), por lo
que podria interferir con la respuesta inmunitaria del hospedador y ser clave en el
establecimiento de la infeccidon latente y en la reactivacién de la misma. Otra posible causa
es que, tras un episodio de inmunosupresion se produzca la reactivacion virica y posterior

desarrollo de la FPME (Schwarz et al. 2013b)

Recientemente el EHV-5 ha sido identificado en caballos que padecian FPME junto con

trastornos linfoproliferativos, como leucemias (Schwarz et al. 2012), linfomas (Vander Werf et

al. 2013; Vander Werf et al. 2014; Bawa et al. 2014), por lo que es posible que el EHV-5 tenga

capacidad también para inducir el desarrollo de este tipo de lesiones (Dunkel et al. 2012)
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6.1.4. Epidemiologia de la FPME y el EHV-5

A) Epidemiologia del EHV-5: El EHV-5 se considera un virus ubiquitario, cuya infeccién es

comun entre la poblacidon equina y estd distribuido mundialmente (Fortier et al. 2010;
Marezonzi et al. 2010). Mediante técnicas moleculares (PCR) y de cultivo, el virus ha sido
identificado in vivo en caballos de todo el mundo, con diferentes prevalencias. La deteccién del
virus se ha realizado a partir de secreciones nasales, sangre (peripheral blood mononuclear
cells, PBMC) y de muestras del tracto respiratorio inferior, obtenidas mediante lavado
broncoalveolar (bronchoalveolar lavage, BAL) o por aspirado transtraqueal (trachael wash,
TW) (Anexo II-TABLA 2). El EHV-5 se ha identificado en animales de todas las edades, desde
caballos de 3 meses de edad hasta de 28 afios y tanto en animales sanos, como en caballos
diagnosticados de FPME o con otra enfermedad respiratoria diferente de la FPME. Algunos de
los factores por los que la prevalencia de la infeccion es enormemente variable entre las

poblaciones son los siguientes:

e Edad: La infeccidn por EHV-5 tiene una prevalencia mas elevada en potros que en
animales adultos (Bell et al. 2006; Wang et al. 2007) mientras que otros factores como

la raza o el sexo no influyen en la prevalencia del EHV-5 (Marezonzi et al. 2010)

e Muestra analizadas: En lineas generales, tanto en los caballos sanos como en animales
con una enfermedad respiratoria diferente de la FPME, el lugar donde el EHV-5 ha sido
detectado con mayor frecuencia es a nivel de las secreciones nasales (Anexo Il -
TABLA 2), siendo la fuente de excrecidn virica y via de contagio (Wang et al. 2007). El
EHV-5 ha sido también identificado en la sangre (PBMC) de caballos no diagnosticados
de FPME (Anexo Il - TABLA 2) pero en general el porcentaje de deteccidon es menor
(Bell et al. 2006; Wang et al. 2007). En cuanto a la infeccidon a nivel pulmonar, la
presencia del EHV-5 en el BAL o el aspirado transtraqueal de animales no
diagnosticados de FPME es practicamente nula, por lo que se ha determinado que el
EHV-5 no es un habitante comun del tracto respiratorio bajo de los équidos (Fortier et

al. 2009; Pusterla et al. 2015)

e Técnicas analiticas: En base a los datos del estudio de Wang et al. 2007, se sabe que
cuando se intenta estimar la prevalencia del EHV-5 en sangre, es mas sensible realizar
técnicas de co-cultivo, que utilizar PCR. Por esta razén, estos mismos autores

concluyeron que al utilizar la PCR convencional para estimar la prevalencia del EHV-5
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en la sangre, dicha prevalencia se estd subestimando, de manera que deberian
utilizarse técnicas mas sensibles, como la PCR cuantitativa a tiempo real (qPCR) o
técnicas de co-cultivo, tales como la adicidon al medio de cultivo de la citoquina IL-2

que favorece la reactivacion virica (Wang et al. 2007)

B) Epidemiologia de la FPME: La FPME se ha caracterizado como una enfermedad esporadica

e infecciosa en lugar de una enfermedad infectocontagiosa, dado que caballos sanos en
contacto con caballos diagnosticados de FPME, no llegan a desarrollar la enfermedad (Williams
et al. 2007; Wong et al. 2008; Soare et al. 2011). A pesar de que la infeccidon por EHV-5 esta
ampliamente distribuida en la poblacién equina, el nimero de animales infectados que
desarrollan la enfermedad es muy bajo (Fortier et al. 2009b, 2010; Marezonzi et al. 2010),
posiblemente porque no todas las cepas de EHV-5 poseen la capacidad para desarrollar una
FPME y sélo unas pocas generan la enfermedad (Williams et al. 2013). Algunos también creen
qgue la baja prevalencia podria deberse a que los casos que existen no se diagnostican
correctamente (Wilkins et al. 2013). La enfermedad se presenta en caballos de media y
elevada edad (Poth et al. 2009; Schwarz et al. 2013a) aunque se han descrito casos en potros

de 2 afios (Kubiski et al. 2009).

6.1.5. Diagnéstico:

A) Diagnédstico antemortem: La Unica prueba que permite confirmar el diagndstico

antemortem de FPME es el estudio histolégico de tejido pulmonar, que se recomienda extraer
mediante biopsia pulmonar ecoguiada y en la cual se han de identificar las lesiones histoldgicas
caracteristicas de la FPME (Pusterla et al. 2015). Sin embargo, aunque la biopsia pulmonar
permite un diagnostico in vivo, se trata de un procedimiento invasivo en el que pueden
presentarse complicaciones, tales como epistaxis debido a una hemorragia pulmonar, tos y/o
dificultad respiratoria, que se presentan con mayor frecuencia en los animales con problemas

respiratorios avanzados (Pusterla et al. 2015).

El hallazgo por PCR del EHV-5 en el tejido pulmonar extraido mediante biopsia ecoguiada se ha
descrito como una de las pruebas de referencia en el diagnéstico clinico, pero dado que hay
caballos que pueden tener el virus y no desarrollar la enfermedad (Fortier et al. 2009a,2009b),
no permite confirmar el diagndstico (Pusterla et al. 2015). El hallazgo en la historia clinica de
signos clinicos, signos radioldgicos, alteraciones hematoldgicas o bioquimicas y cambios
ecograficos compatibles con FPME, no permite confirmar su diagndstico, pero si permite
establecer un diagndstico sospechoso de FPME, por lo que estas pruebas deberian realizarse

previamente a la toma de una biopsia (Wong et al. 2008; Poth et al. 2009; Niedermaier et al.
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2010; Wilkins et al. 2013; Pusterla et al. 2015). De todas las pruebas clinicas que se pueden
realizar, la mas recomendada es el estudio del lavado broncoalveolar (broncoalveolar lavage,
BAL), que ha de ser testado por PCR y citologia (Wong et al. 2008; Schwarz et al. 2012; Wilkins
et al. 2013; Pusterla et al. 2015). Un resultado positivo para el EHV-5 a la prueba PCR realizada
sobre el BAL es altamente sugestivo de que el animal padece FPME (Wong et al. 2008), ademas
de ser la muestra que mejor se correlaciona con la carga virica presente en el pulmén
(Marezonzi et al. 2011). Es posible encontrar en la muestra del BAL macrdfagos con Cl, cuyo
hallazgo también permite apoyar el diagndstico de FPME, por lo que las citologias deben

estudiarse exhaustivamente (Schwarz et al. 2012; Wilkins et al. 2013)

Recientemente también se ha sefialado la prueba PCR cuantitativa a tiempo real (qPCR), como
una herramienta util en el diagndstico, ademds de como marcador de la progresién de la
enfermedad y respuesta al tratamiento (Pusterla et al. 2015). Estos mismos autores sugieren
gue, en aquellos casos en los que la toma de una biopsia suponga un riesgo, el andlisis
combinado por gPCR de sangre entera y secreciones nasales puede ser utilizado a nivel clinico

para apoyar el diagndstico de FPME.

B) Diagndstico postmortem: Esta basado en el hallazgo de las lesiones macro y microscépicas

caracteristicas del tejido pulmonar, junto con la identificacion del EHV-5 en el tejido mediante

PCR.

6.1.6. Tratamiento y prondstico:

Actualmente el prondstico para cualquier animal diagnosticado de FPME es fatal, si bien
parece ser que un diagndstico precoz puede mejorarlo (Wilkins et al. 2013). Tras el diagndstico
de la enfermedad en varios casos se instaurd un tratamiento (Poth et al. 2009; Niedermaier et
al. 2010; Schwarz et al. 2013a; Dunowska et al. 2014), pero tras una mejora inicial de los
sintomas los animales siempre fueron eutanasiados. Hasta la fecha sélo existen 3 casos de
remisiéon de enfermedad, dos mediante la administracién de Aciclovir y corticoesteroides
(Wong et al. 2008) y otro en el que se administré Valaciclovir durante 7 dias (Schwarz et al.
2013b). Por el momento no hay evidencias fundamentadas sobre que pauta terapéutica debe
administrarse (Dunkel et al. 2012; Wilkins et al. 2013) y hasta la fecha sdlo existen algunas

recomendaciones terapéuticas:

1. Anti-inflamatorios: Existe una controversia respecto al uso de los corticoides, de manera
que algunos autores (Wilkins et al. 2013) recomiendan su uso a dosis antiinflamatorias, ya

que inhiben la sintesis de citoquinas y otros mediadores que promueven el desarrollo de la
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fibrosis (Polverino et al.2014). Por el contrario, debido a sus efectos inmunosupresores hay
varios autores que no recomiendan su uso, ya que podria favorecer la replicacion virica y

por ello la progresion de la fibrosis (Marezonzi et al., 2011).

2. Antivirales: No hay estudios que demuestren la eficacia de los antivirales contra el EHV-5y
su uso estd basado en la experiencia y en otros estudios realizados sobre otros virus (Wong
et al. 2010; Wilkins et al. 2005,2013; Schwarz et al. 2013b). Si se va a administrar una
terapia por via oral se recomienda utilizar Valaciclovir en lugar de Aciclovir (Wilkins et al.
2013; Schwarz et al. 2013b), ya que la biodisponibilidad del primero es 60% mayor que la
del segundo (Maxwell et al.2008). El Valaciclovir es muy caro (Schwarz et al. 2013b), por lo
que una posible opcién es utilizar el Aciclovir intravenoso seguido de una pauta oral, la

cual permite alcanzar concentraciones tedricamente eficaces (Wilkins et al. 2005,2013).

3. Otros: Otras terapias de mantenimiento propuestas, son el aporte de oxigenoterapia en
casos de hipoxemia, el uso de broncodilatadores, AINES para la fiebre y pentoxifilina ya

que favorece la irrigacion pulmonar (Poth et al. 2009; Niedermaier et al. 2010)

6.2. Descripcion del caso clinico

Un caballo de raza cruzado, macho, castrado, y de 26 afios de edad fue examinado en el
Hospital Clinico Veterinario de la Universidad de Zaragoza (Fig. 1). El animal presentaba un
historial de adelgazamiento progresivo y apatia que comenzé unas 3 semanas antes de la
llegada y como signo clinico destacable se observaba hirsutismo, por lo que fue remitido para

confirmar la presencia de un adenoma de hipd&fisis.

T

FIGURA 1: Caballo a la
llegada al HCvZ.
Obsérvese el hirsutismo
en el flanco y la zona
ventral del cuello.
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6.2.1. Examen Clinico:

A su llegada el animal pesaba 326 kg, mostraba escasa condicion corporal (2 sobre 5), estaba
bastante apatico, no tenia dolor y -como ya se ha sefialado- presentaba un marcado
hirsutismo. Se realizd una exploracién clinica en la que se observé fiebre (37.92 C), pulso
normal (40 pulsaciones/min) y la frecuencia respiratoria estaba ligeramente aumentada (24
respiraciones/min.). Los signos clinicos mas relevantes se hallaron a nivel respiratorio,
observandose una marcada dificultad respiratoria sobre todo en fase inspiratoria, con los
ollares muy dilatados. En la auscultacién se escucharon ronquidos en las zonas craneo-
ventrales y sibilancias en los I6bulos caudales, ademds de una disnea de tipo mixto. Durante la
exploracién clinica se extrajo una muestra de sangre a partir de la cual se realizé una
hematologia, observdandose neutrofilia (8,78x106 cels/mL ref. 2,26-8,50), linfopenia
(1,12x106 cels/mL ref. 1,50-7.70) y eosinopenia (0,07x106 cels/mL ref. 0,10-1,00). Se intentd
hacer un lavado broncoalveolar, pero por problemas técnicos fue imposible realizar la

recuperacion del liquido de lavado introducido.

6.2.2. Pruebas diagndsticas complementarias:

A) Radiografias. Se realizaron proyecciones latero-laterales de la regién dorsocaudal vy

dorsocraneal de la caja tordcica, en las que se identificd un patrdén intersticial-nodular difuso
en la toda la silueta pulmonar (Fig. 2 y 3). Los nddulos estaban distribuidos por todo el pulmén
y tenian un tamafio variable, siendo algunos hasta 2 veces mayores que el cuerpo de las
costillas (Fig. 2). En algunas zonas el patron nodular desaparecia dando lugar a un patrén de

tipo intersticial (Fig. 3).

NODULOS RADIOPACOS

FIGURA 2: Imdgen radiogrdfica del
drea dorsocaudal del pulmon,
donde se observan multiples
nédulos de diferentes tamarnos,
distribuidos de forma difusa
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NODULOS RADIOPACOS

FIUGURA 3: Imdgen radiogrdfica del
drea dorsocraneal del pulmodn, donde
se observan multiples ndédulos de
diferentes tamafos, sobre todo en la
zona caudal (flecha), mientras que en
las zonas mds craneales apenas se
aprecian los nodulos y el patrén es de
tipo intersticial (asterisco)..

B) Ecografia: Previamente a la realizacidon de la ecografia, se procedié a rasurar la regién
pulmonar de ambos hemitdrax hasta el 132 espacio intercostal. Las ecografias fueron
realizadas con una sonda lineal de 5-7,5 MHz y se observé un engrosamiento y rugosidad de la
superficie pulmonar, junto con diversas dreas de consolidacién pulmonar con un patrén
nodular, distribuidas a lo largo de toda la superficie pulmonar ecografiada, patron que es
compatible con una neoplasia (Fig. 4). Las zonas consolidadas tenian tamarios diferentes y la
gran mayoria eran heterogéneas con zonas hiperecoicas e hipoecdicas entremezcladas
(Figura 4) También se visualizaron las denominadas “colas de cometa”, cuyo hallazgo es
compatible con areas de fibrosis o inflamacién (Fig. 4 y 5) Las anomalias descritas fueron

observadas en ambos hemitérax.

SUPERFICIE PLEURAL

PARED COSTAL

-

.

FIGURA 4: (A)Area de consolidacién pulmonar homogéneas / (B): Imdgen del otro

hemitdrax donde se observa un drea heterogénea de consolidacion pulmonar, con
patron nodular y un tamarfo de unos 7 cm
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FIGURA 5:: Imdgenes ecogradficas de ambos hemitordx del caballo, donde se observa la
presencia de colas de cometa (flechas), rugosidad de la pleura (asterisco) y zonas

pulmonares consolidadas (cruz).

C) Biopsia pulmonar ecoguiada: Se realizd una biopsia ecoguiada por el hemitdrax derecho, a

la altura del 10° espacio intercostal. Se tomaron dos muestras, las cuales se enviaron al
laboratorio de histopatologia veterinaria y al de enfermedades infecciosas de la Universidad de

Zaragoza para ser procesadas y realizar PCR.

D) Toracoscopia: Con el fin de poder manipular al caballo se sedd con romifidina y butorfanol y

se procedié a rasurar el pelo de la superficie pulmonar del caballo y con alcohol se prepard
asépticamente la zona. Ademas para el manejo del dolor se realizé una infiltracién con
lidocaina. Con el fin de acceder a la cavidad tordcica se hizo una incisién de 15 mm en el 102
espacio intercostal, en la parte mas dorsal a nivel de la musculatura epaxial. A través de la
incision se introdujo una aguja de Veress por el interior de la malla expandible del sistema Step
(Autosuture®), dejando la aguja abierta para crear un pneumotdrax e introducir sin riesgo la
canula con ayuda de un trocar romo. El endoscopio se insertd a través de la cdnula. Finalmente

tras la exploracion se redujo el pneumotdrax y se cerré la incision en dos planos.

En la valoracién del interior de la cavidad toracica se observd que la superficie del pulmdn
estaba irregular, con presencia de pequenas nodulaciones de varios tamafios distribuidas al
menos por toda la superficie valorable con el endoscopio (Fig. 6). Aprovechando el acceso a la
cavidad toracica también se realizé una biopsia pulmonar, tomando dos muestras adicionales
de tejido de las dreas irregulares, que se procesaron conjuntamente con las tomadas en el

punto 3 (Fig.6)
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FIGURA 6: Toracoscopia: Se observa la presencia de nddulos en la superficie pulmonar (A) y

la toma de una biopsia de una de las zonas afectadas (B).

6.2.3. Necropsia

Las pruebas diagndsticas anteriormente descritas no permitieron establecer ningun
diagnéstico definitivo. Al sospecharse de la presencia de un adenoma de hipdfisis, y una
neoplasia pulmonar, y dado que el animal seguia empeorando, se procedié a realizar una

eutanasia humanitaria con el consentimiento informado por parte del propietario

A) Lesiones macroscépicas: En concordancia con los signos clinicos las lesiones relevantes

fueron halladas a nivel del aparato respiratorio y de la hipdfisis. Ademds se hallaron otros

cambios morfoldgicos no relacionados con la historia clinica del paciente.

«+ Aparato respiratorio: Los pulmones estaban aumentados de tamafio, con la impresidn
costal marcada en la pleura visceral y presentaban nddulos blanquecinos-amarillentos
distribuidos multifocalmente en toda la superficie (Anexo I-Fig. 7). En la seccidn, el pulmén
contenia multiples nédulos sélidos de color blanquecino/beige, presentes en todo el
parénquima y con diferentes presentaciones. En algunas zonas los nddulos tenian una
distribucidn multifocal a coalescente y estaban separados por amplias zonas de tejido
pulmonar congestivo y no afectado (Anexo I-Fig. 9), mientras que en la mayoria de las
secciones del pulmén los nddulos invadian practicamente todo el parénquima (Anexo I-
Fig. 8). En otras areas los nddulos tendian a la coalescencia pero no invadian todo el
parénquima (Anexo I-Fig. 10). Los bronquios y la traquea contenian abundante moco en su

interior, y habia bronquiectasia. El hilio pulmonar tenia una marcada congestion. Los
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linfonodos mediastinicos y tragueobronquiales estaban aumentados de tamafio y

mostraban ligera pérdida de la arquitectura normal

Hipdfisis: lesion nodular en parte intermedia, de crecimiento expansivo, compatible con

un adenoma hipofisario.

Otros hallazgos no relacionados con la historia clinica:
- Tiroides: nddulo intraparenquimatoso de coloracion marronacea, bien delimitado,
no encapsulado, de crecimiento expansivo y compatible con un adenoma (Anexo |-
Fig. 12)
- Mesenterio: presencia de dos lipomas, uno de ellos necrosado (Anexo I-Fig. 11)

- Esdfago: Hipertrofia muscular de la parte distal (Anexo I-Fig. 13)

B) Lesiones microscdpicas: En todos los érganos muestreados se realizaron tinciones de

hematoxilina y eosina. En el pulmén también se realizaron las tinciones especiales de

tricrémico de Masson y Gallego, Plata y tinciones inmunohistoquimicas frente a CD3,

citoqueratinas y macrofagos

R/
0.0

Pulmdn: Histologicamente se observé que los nddulos descritos macroscopicamente se
correspondian con extensas areas de fibrosis intersticial y neumonia intersticial con
marcado engrosamiento de los tabiques alveolares, consecuencia del depdsito de fibras de
coldgeno y del infiltrado inflamatorio (Anexo I-Fig. 14 y 15). En concordancia con los
hallazgos macroscépicos las lesiones histolégicas estaban perfectamente delimitadas
respecto de las dreas sanas del pulmdén (Anexo I-Fig.16). En la mayoria de las areas
lesionadas se observd un patrén lesional caracteristico denominado patrén en panal de
abejas o “honeycombing” de manera que las luces alveolares estaban perfectamente
definidas y visibles (Anexo I-Fig. 17), como consecuencia del depdsito de fibras de colageno
maduro. Al realizar tinciones de inmunohistoquimica se observd que las luces alveolares
estaban tapizadas por células epiteliales de morfologia cuboidal positivas frente a
citoqueratinas (Anexo |- Fig. 18), que eran compatibles con neumocitos tipo Il
hipertrofiados (Anexo I-Fig. 17). Respecto al contenido celular de las luces alveolares se
observé que predominaban los linfocitos tipo T (Anexo I-Fig. 25,26), junto con neutrdfilos
en menor medida, macréfagos y ocasionalmente células multinucleadas (Anexo I-Fig.22).
El mismo infiltrado inflamatorio pero en menor grado se observé en las luces de algunos
bronquios y bronquiolos (Anexo I-Fig.24). En ocasiones se encontraron cuerpos de

inclusion intranucleares esonofilicos en el interior de macrdfagos alveolares (Anexo |-Fig.
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23). Las células halladas en el intersticio fueron sobre todo linfocitos tipo T (Anexo I-Fig.
25,26) y en menor medida neutrdfilos, macréfagos y células plasmaticas (Anexo I-
Fig. 14,16,22 y 23). La pleura se encuentraba de leve a moderadamente engrosada y
contenia capilares con endotelio reactivo. Este tipo de lesiones descritas ocupaban la
mayor parte del pulmén y se correspondian con una fibrosis y lesiones ya consolidadas. En
otras zonas en las que las lesiones macroscdpicas no eran evidentes se observé que los
espacios alveolares apenas contenian celularidad, los tabiques estaban poco engrosados,
comenzando a ser infiltrados por células y coldgeno, aunque en este caso no era maduro y
estaba mas desordenado (Anexo I-Fig. 27). También se vieron otras zonas donde los
tabiques comenzaban a estar engrosados y habia gran cantidad de células en el interior de

las luces alveolares (Anexo I-Fig. 28).

Linfonodos traqueo-bronquiales: Se diagnosticd hiperplasia linfoide reactiva, leve
histiocitosis en senos trabeculares y medulares y presencia ocasional de células gigantes

multinucleadas.

Hipdfisis: Se diagnosticd adenoma hipofisario de la pars intermedia. Se observd
proliferacién neopldsica localizada en la parte intermedia de la hipdfisis, no encapsulada,
bien delimitada y de crecimiento expansivo que aparecia dividida en lébulos de tamano
variable separados por septos de tejido conjuntivo de grosor variable. Dentro de los
I6bulos las células tumorales se organizaban en nidos y cordones. Morfolégicamente las
células tumorales eran grandes, poligonales/cilindricas con citoplasma eosindfilo,
granulado y microvacuolizado, de limites imprecisos, nucleos redondos u ovalados,
hipercromaticos, con cromatina densa o punteada y presencia ocasional de nucleolo
evidente en el 50% de las células. El grado de anisocitosis y anisocariosis eran bajos y no se

observaban mitosis.

Otros hallazgos:

Tiroides: Adenoma tiroideo. Se observé proliferacion celular nodular, bien delimitada,
encapsulada, formada por células poligonales-cibicas organizadas en nidos separados
por un fino estroma fibrovascular. Morfolégicamente se caracterizaban por moderado
citoplasma bien delimitado, eosindfilo y microvacuolizado, nucleo redondo a ovalado

con cromatina punteada y sin presencia de mitosis.
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- Rifidn: Nefritis intersticial multifocal leve. Nefritis intersticial multifocal linfocitica en el
cortex renal, congestién vascular, leve degeneracion tubular en la corteza renal y

mineralizaciones multifocales en los tubulos de la zona medular.

- Lipoma: Lipomas mesentéricos. Los nddulos consistian en una capsula de tejido
conjuntivo en el interior de la cual se observaba una proliferacién de adipocitos bien
diferenciados y trabéculas irregulares de tejido fibroso necrosado que contenia fibrina,

restos de algunas células inflamatorias y hemosiderdfagos.

- Eséfago: Hipertrofia de la parte distal del eséfago

- Bazo: Hiperplasia linfoide reactiva leve a moderada, hemosiderosis moderada con

presencia multifocal de agregados de hemosideréfagos en pulpa roja.

6.2.4 Resultados de PCR y de las biopsias antemortem.

En ninguna de las biopsias realizadas antemortem se encontraron lesiones que permitiesen
establecer un diagndstico. En la PCR que se realizé en primera instancia en el laboratorio de la
facultad, los resultados tras el procesado de la muestra indicaron que dicho pulmén poseia una
CT (cycle threshold) de 23,22 equivalente a un intervalo comprendido entre 1,1x107-4,5x107
copias DNA de EHV-5. Se afiadié un control interno enddgeno a la reaccion para asegurar la
eficiencia de dicho proceso, en concreto la B-actina cuya CT= 20,12 equivalente a un intervalo
comprendido entre 4,8x106-1,9x107 copias DNA de B-actina. En las muestras remitidas al

laboratorio de EEUU también se confirmo la presencia de EHV-5

6.2.5. Diagnéstico:

De acuerdo con los resultados de las pruebas clinicas, de la histologia y los resultados de la
PCR, el diagnéstico definitivo fue fibrosis pulmonar multinodular equina y adenoma de
hipdfisis. Las otras lesiones y anomalias no eran relevantes en el contexto de los hallazgos

descritos.

7. Discusion:

Al igual que en los casos estudiados en la revision de este trabajo, el caballo fue remitido al
hospital por un problema de adelgazamiento progresivo, apatia y sospecha de adenoma de
hipdfisis. En la primera valoracidn realizada el caballo mostraba signos respiratorios graves,

por lo que se realizaron pruebas adicionales para intentar establecer la causa del cuadro
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respiratorio. Los resultados antemortem no permitieron establecer un diagndstico preciso
aunque indicaron la presencia de un problema crénico grave de mal prondstico, que en aquel
momento era compatible con neoplasia pulmonar. Ademas, al tener sospecha de adenoma de
hipofisis se decidié la eutanasia. Solamente en la necropsia, a la vista de los hallazgos
macroscépicos, se sospechd de un proceso proliferativo difuso, compatible con FPME, que se

confirmé al estudiar las muestras al microscopio.

La exploracién clinica, radiografica y ecografica fue compatible con FPME (Poth et al. 2009).
Debido a fallos en el instrumental no fue posible realizar un BAL, prueba que ha sido sefialada
de gran utilidad en los casos de FPME (Wong et al. 2008; Marezonzi et al. 2011). La
toracoscopia no ha sido incluida en el protocolo diagndstico de esta enfermedad (Pusterla et
al. 2015) y éste es el Unico caso descrito de FPME en el que se ha realizado una toracoscopia.
La toracoscopia permitié tomar una biopsia de uno de los nédulos del pulmén y deberia haber
permitido definir el diagndstico diferencial de la enfermedad. Por esta razén aunque la
toracoscopia no ha sido indicada como una prueba de rutina en los casos de FPME (Pusterla et
al. 2015), seria recomendable su ejecucion, ya que permite valorar el aspecto externo del
pulmén y también permite tomar una biopsia de una zona lesionada concreta e incluso

obtener biopsias de mayor tamafio que los habituales.

En cuanto a la anatomia patoldgica, las alteraciones macroscépicas descritas previamente a
nivel del pulmén siempre se han clasificado o bien dentro de la forma difusa o de la forma
multifocal (Williams et al. 2007; Poth et al. 2009)). En nuestro caso es destacable que en
algunas areas del pulmédn las lesiones eran compatibles con la forma multifocal (Anexo I-
Fig. 9), mientras que en otras areas (Anexo I|-Fig. 8) las lesiones eran similares a la forma
difusa. Este fendmeno podria ser debido a que al principio de la enfermedad se instaura una
forma multifocal que progresa hacia una forma difusa. Las lesiones histoldgicas halladas
coinciden con la forma mas comun de presentacion en la que se conservan las luces alveolares
y el coldgeno se deposita de forma ordenada, patrén denominado “honeycombing” (Williams
et al 2007; Poth et al. 2009; Soare et al. 2011). Las tinciones especiales no se realizan de forma
rutinaria en los casos de FPME (Niedermaier et al. 2010; Verryken et al. 2010), pero como
sucedid en nuestro caso son muy Utiles para definir y entender mejor la enfermedad y sus

lesiones cuando son diagnosticadas por primera vez.

Finalmente se llevd a cabo la identificacion en el tejido pulmonar, por lo que no hay duda que
estamos ante un caso de FPME, que ademas de ser uno de los pocos descritos en Espafia

también es el primero diagnosticado en el HCVZ.
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La FPME es una patologia descrita recientemente, no muy conocida y por ello no es incluida
rutinariamente en el diagndstico diferencial de caballos con problemas respiratorios y
adelgazamiento progresivo (Wong et al. 2008; Niedermaier et al. 2010; Soare et al. 2011,
Pusterla et al. 2015) Ademas, y segun algunos autores, se podria estar subestimandose su
prevalencia al confundir los casos de FPME con otras enfermedades (Wilkins et al. 2013), como
sucedid en nuestro caso y en muchos descritos en éste trabajo. De esta manera, se comienza a
tratar a los animales frente a otras patologias respiratorias y al no responder favorablemente
al tratamiento inicial, se acaban realizando mas pruebas para confirmar el diagnéstico de
FPME (Dunkel et al. 2012; Wilkins et al. 2013; Panziera et al. 2014) En muchos casos, cuando se
establece el diagndstico ya es tarde, dado que los animales muestran signos respiratorios
avanzados, apenas responden al tratamiento y el prondstico es mucho peor (Wilkins et al.

2013).

En base a estos argumentos proponemos, que a pesar de que la FPME no es una patologia
frecuente en la clinica de los équidos, deberia incluirse en el diagndstico diferencial de caballos
adultos que muestren adelgazamiento progresivo y signos respiratorios, acompafnados de
patrén nodular intersticial difuso en el estudio radiografico. Una vez establecida la sospecha de
que el animal puede padecer FPME, deberia realizarse un protocolo diagndstico que incluyera,
radiografias de torax, ecografias, un BAL para ser testado por PCR para el EHV-5 y finalmente
confirmar el diagndstico mediante una biopsia pulmonar ecoguiada o por toracoscopia
(preferiblemente), que serd sometida a PCR para el EHV-5 y a un estudio histolégico. Para
confirmar el diagndstico ante mortem deben identificarse las lesiones tipicas de FPME en el
tejido pulmonar. El tratamiento, si asi se decide, deberia instaurarse lo antes posible, aunque
las posibilidades de éxito son muy limitadas y hacen falta muchos mas estudios en este campo

(Williams et al. 2013; Wilkins et al. 2013)

8. Conclusiones

1. La FPME es una patologia recientemente descrita, de la que se desconocen muchos
aspectos patogénicos, epidemioldgicos y viricos. Se sefiala al EHV-5 como principal agente
responsable de la FPME, pero no se descarta la influencia de otros agentes concurrentes.

2. La infeccidon por EHV-5 esta distribuida a nivel mundial, con prevalencia variable pero en
general elevada. Sin embargo, la incidencia de la enfermedad es muy baja.

3. Existen diversas pruebas utiles para apoyar el diagndstico antemortem de la FPME pero la

confirmacién del diagnéstico requiere de un estudio anatomopatoldgico.

24



No se conoce ningun tratamiento eficaz por lo que a priori el prondstico para cualquier
animal diagnosticado de FPME es fatal. Las aparentes remisiones de la enfermedad tras el
tratamiento son muy escasas.

Hay pocos casos descritos de FPME en el mundo. El aqui estudiado es uno de los primeros
descritos en Espaia.

El estudio de los datos clinico-patolégicos del caso estudiado en el presente trabajo
coincide plenamente con lo descrito hasta la fecha para la FPME, incluida la deteccién del
EHV-5, lo que confirma el diagndstico final.

La sospecha de FPME deberia llevar a un protocolo diagndstico que incluyera la
toracoscopia y la toma de biopsia.

La FPME podria estar siendo infra diagnosticada, por lo que deberia incluirse en el
diagnédstico diferencial de caballos adultos con adelgazamiento progresivo y sintomas

respiratorios.

. Conclusions:

EMPF is a recently-described disease with many pathogenic, epidemiologic and viral
aspects still unknown. The EHV-5 is pointed as the etiologic agent responsible for EMPF
but the role of other concurrent agents cannot be rule out yet.

The EHV-5 infection is distributed worldwide, with a variable (normally high) prevalence.
However, the disease incidence is very low.

There are several useful tests to support the antemortem diagnosis of EMPF but the
confirmation of the diagnosis requires a pathologic study.

An effective treatment does not exist and, consequently, the prognosis for the disease is
always very poor. The remission of the disease, which has been described in a few cases, is
extremely rare.

There are few EMPF cases described in the world. This one is one of the first observed in
Spain.

Clinic-pathologic data obtained in the current case fully coincide with previous
descriptions, including detection of EHV-5.

To confirm EMPF diagnosis, the protocol should include thoracoscopy and lung biopsy.
EMPF could be underdiagnosed. It should be included in the differential diagnosis of adult

horses with chronic weight loss and respiratory symptoms.
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Anexo |I: Lesiones macroscopicas y microscopicas

FIGURA 7: Apariencia externa de los pulmones,
los cuales estdn aumentados de tamafio, no
estdn colapsados y tienen la impresion costal
marcada. Se observa la presencia de multiples
nodulos de color blanco-amarillento , de
diferentes tamafos distribuidos por toda la
superficie pulmonar

FIGURA 8: Seccion pulmonar de un drea
pulmonar en la que los nddulos se
distribuyen de forma coalescente y apenas
quedan areas de tejido pulmonar sano
(forma difusa)

FIGURA 9: Seccion pulmonar de otra area
pulmonar en la que los nédulos se
distribuyen de forma multifocal, de
manera que quedan amplias areas de
tejido pulmonar no afectado entre los

nAdulos (forma multifocal)
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FIGURA 10: Seccion pulmonar de otra
area pulmonar en la que los nédulos
se tiende a coalescer, pero todavia no
han consolidado la forma difusa.

FIGURA 11: Lipomas meséntericos, uno
de los cuales estd necrosado

FIGURA 12: Masa en el tiroides,
compatible con adenoma tiroideo

FIGURA 13: Hipertrofia muscular del
tercio distal del esofago.
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FIGURA 14: Area de fibrosis intersticial en la que los tabiques
estdn aumentados de tamafio, consecuencia del depdsito de
fibras de coldgeno y de un infiltrado inflamatorio. (HE 20X)

FIGURA 16: Tejido pulmonar no afectado (izquierda)
perfectamente delimitado respecto del tejido pulmonar
afectado (derecha). (Masson 4X)

FIGURA 18: Las luces alveolares estan tapizadas por células

epiteliales positivas frente a las citoqueratinas. (IHQ - AE1/AE3 -
pancitoqueratina).

FIGURA 15: Area de fibrosis intersticial, donde se observa gran

cantidad de fibras de coldgeno depositadas a lo largo de todo el
intersticio. (Masson 20X)

FIGURA 17: Las luces alveolares estan claramente delimitadas,
como consecuencia del depdsito de fibras de colageno Patron
en panal de abejas (“honeycombing”). (Gallego 4X)
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FIGURA 19: Células epiteliales compatibles con neumocitos
tipos Il que han sufrido hiperplasia y estan vacuolizados. (IHQ -
AE1/AE3 - pancitoqueratina).
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FIGURA 21: Gra
celulares en el interior de las luces alveolares (Masson 10X)

n cantidad de células inflamatorias y detritus

FIGURA 23: que se observa uno cuerpo de inclusidén
intranuclear eosinofilico en el interior de un macréfago

localizado en un area de fibrosis.. (HE 60X)
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FIGURA 26:
pulmonar. (IHQ-CD3)

FIGURA 22: Gran cantidad de neutrdfilos, macréfagos en menor
cantidad y ocasionalmente células multinucleadas en el interior
de las luces alveolares. (HE 20X)

FIGURA 24: Luz de un bronquio con células inflamatorias,

localizado en una zona de fibrosis. (HE 20X)

FIGURA 25: Las células mas abundantes en el infiltrado
inflamatorio son los linfocitos tipo T. (IHQ-CD3)
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FIGURA 27: Area de inicio de las lesiones, donde los tabiques

estdn poco engrosados,

las fibras

de coldgeno estan

desordenadas y no hay células en las luces alveolares. (Gallego

10X)

sido remodeladas por completo, en su interior hay gran cantidad

de células inflamatorias y las fibras de coldgeno comienza a ser

maduras. (Masson 10X)

Anexo ll: Tabla de prevalencia

TABLA 2: Muestra la prevalencia estimada del EHV-5 en las diferentes muestras, valoradas mediante PCR y qPCR, asi

como el estudio de referencia, lugar y la poblacién valorada.

o, 12
1 4/27 (15%) B:13-235 Nordergrhan et al 2002/Hungria e
1 5/21 (24%) Inglaterra.
1 30/47 (64%) Bell et al 2006/ EEUU
1y2(17) 25/64 (39%) 39/64 (60%) E:5-8 m
Wang et al., 2007/ Australia
1 80/141 ((57%) 74/131 (56%) E:6-9m
1 4/47 (8%) 0/45 (0%)
EM: 6 a. Fortier et al., 2009a. / Francia
2 9/402 (2%) 7/291 (2%)
1 0/25 (0%) 0/37 (0%)
E:18m-13a. Fortier et al., 2009b. / Francia
2 16/387 (4%) 8/259 (3%)
0, 0,
1 10/25 (40%) 5/25(20%) E:4-17a. .
E:1-3a Marezonzi et al., 2010
L 22/30 (73%) 24/30(80%) e
1 10/14 (70%) 2/14 (14%) 0/14 (0%)
2 20/45 (44%) 7/45 (15%) 0/45 (0%)
E:2-30 a. Pusterla et al., 2015/ California
3 9/11 (82%) 10/11 (90%) 11/11 (100%)

1: animales sanos / 2: animales con enfermedad respiratorio diferente de la FPME / 3: animales con FPME /

BAL:Bronchoalveolar lavage fluid / PBMC: peripheral blood mononuclear cell
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