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INTRODUCCION

El término hemostasia significa prevencién de la pérdida de sangre. Siempre que se corta
0 se rompe un vaso, se llega a la hemostasia por varios mecanismos: 1) el espasmo
vascular; 2) la formacion de un tapon de plaquetas; 3) la formacién de un coagulo sanguineo
como resultado de la coagulacion sanguinea, y 4) la proliferacion final de tejido fibroso en

el coadgulo sanguineo para cerrar el agujero en el vaso de manera permanente.
Coagulacion sanguinea en el vaso roto

El tercer mecanismo de la hemostasia es la formacién del coagulo sanguineo. El coagulo
empieza a aparecer en 15 a 20 s si el traumatismo de la pared vascular ha sido grave y en
1 a 2 min si el traumatismo ha sido menor. Las sustancias activadoras de la pared vascular
traumatizada, de las plaquetas y de las proteinas sanguineas que se adhieren a la pared

vascular traumatizada inician el proceso de la coagulacion.
Mecanismos de la coagulacion

Estos mecanismos entran en juego mediante: 1) un traumatismo en la pared vascular y los
tejidos adyacentes; 2) un traumatismo de la sangre, o 3) un contacto de la sangre con las
células endoteliales dafiadas o con el colageno y otros elementos del tejido situados fuera
del vaso sanguineo. En cada caso, esto conduce a la formacion del activador de la
protrombina, que después convierte la protrombina en trombina y favorece las fases

siguientes de la coagulacion.

Se considera que el activador de la protrombina se forma generalmente de dos maneras,
aungue en realidad ambas interactian constantemente entre si: 1) mediante la via
extrinseca que empieza con el traumatismo de la pared vascular y de los tejidos

circundantes, y 2) mediante la via intrinseca que empieza en la sangre.

En ambas vias, una serie de proteinas plasmaticas diferentes, llamadas factores de la
coagulacién sanguinea, desempefian la funcién principal. La mayoria de estas proteinas
son formas inactivas de enzimas proteoliticas. Cuando se convierten en formas activas, sus
acciones enziméticas causan las sucesivas reacciones en cascada del proceso de la

coagulacion.

La mayoria de los factores de coagulacién se designan por nimeros romanos. Para indicar
la forma activa del factor, se afiade una letra «a» después del numero romano (p. €j., factor

Vllla para indicar el estadio activado del factor VIII). (Hall, 2016)



Factores de coagulacion en la sangre y sus sinénimos

Factor decoagulacién Sindnimos

Fibrindgeno Factor |

Pre mbina Factor I

Factor tsular Factor I tromboplastina tisular

Calkio Factor IV

Factor V Proacelerina: factor 1ibil; Ac-globulina { Ac-G)

Factor VI Acekerador de la conversin de la protrombina sérica (SPCA}; proconvertina;

factor estable

Factor VIIL Factor antihemofilico{ AHF ); globulina antihemofilica (AHG); factor

Factor IX Compor

amboplastinico del plasma (PTC); factor de Christmas; factor
antihemofilico B

Factor X Factor de Stuary; factor de Stuarn-Prower

Factor XI Antecedente tromboplastinico del plasma (PTA); factor antihemofilico €

Factor XII Factor de Hageman

Factor XIII Factor estabilizador de la fibrina

Precalicreina Factor de Fletcher

Cinindgeno de masa Factor de Fitzgerald: CAPM (cininggeno de alto peso molecular)
molecular alta

Plaguetas

La enfermedad de von Willebrand (VWD) es un trastorno hemorragico de gravedad variable
gue resulta de un defecto cuantitativo o cualitativo del factor de von Willebrand (VWF). La
vWD se ha observado en muchas especies de mamiferos, incluidos los humanos y los
perros. Este factor de coagulacion tiene dos funciones conocidas: estabilizar el factor VIlI
(factor antihemofilico A) en la sangre y ayudar a la adhesion de las plaquetas al
subendotelio, lo que les permite proporcionar hemostasia de manera mas eficaz. Una
persona afectada puede sangrar gravemente si el factor falta o es defectuoso. (Venta, Li,
Yuzbasiyan-Gurkan, Brewer, & Schall, 2000)

La enfermedad es el trastorno hemorragico hereditario mas comun tanto en perros como
en humanos, y es genética y clinicamente heterogénea. Se han descrito tres tipos clinicos,
1, 2y 3 (anteriormente I, Il y lll). Se cree que la vWD tipo 1 se hereda de forma dominante,
con penetracion incompleta en los humanos. En los perros, la VWD tipo 1 parece heredarse
de forma recesiva en al menos algunas razas, aunque posiblemente se herede como
dominante con penetrancia incompleta en otras. El sangrado parece deberse a la cantidad
reducida de vVWF en lugar de a una diferencia cualitativa. Aunque el tipo 1 es la forma mas
comun de vWD que se encuentra en la mayoria de los mamiferos y puede causar problemas

hemorragicos graves, generalmente es menos grave que los otros 2 tipos.

Los pacientes con vWD tipo 2 tienen un defecto cualitativo en el vWF, que carece de
multimeros de alto peso molecular. Los humanos y los perros afectados tienen una

tendencia grave al sangrado. La vVWD tipo 2 se hereda de forma dominante en los humanos,



pero se hereda de forma recesiva en los perros. (Venta, Li, Yuzbasiyan-Gurkan, Brewer, &
Schall, 2000)

El tipo 3 de la enfermedad de von Willebrand es la forma mas grave de la enfermedad. Se
hereda como un rasgo autosémico recesivo y los individuos afectados no tienen un factor
de von Willebrand detectable en la sangre. Los episodios de sangrado graves requieren
transfusiones de sangre o crioprecipitado para reponer el factor de von Willebrand faltante.
Los portadores heterocigotos tienen concentraciones de factor moderadamente reducidas,
pero en general parecen tener una hemostasia normal. (Venta, Li, Yuzbasiyan-Gurkan,
Brewer, & Schall, 2000)



ANTECEDENTES

El higado desempefia un papel esencial tanto en el sistema de coagulacién como en el
sistema fibrinolitico. El higado sintetiza todos los factores de la coagulacion, con la
excepcién del factor VIII, y también produce los inhibidores de la coagulacion y de la
fibrindlisis (Nelson & Couto, 2010). La hemostasia se inicia con una vasoconstriccion
(noradrenalina, serotonina) y continta con la agregacion plaquetaria (tromboxano A,, factor
de von Willebrand y otros). Luego sobreviene la coagulacion, para culminar con la retraccion
(retractozimina) y fibrinolisis (fibrinolisina). El factor VIII proviene del endotelio y consta de
una fraccidén coagulante y otra agregante plaquetaria denominada factor de von Willebrand
(Coppo, 2015).

Erik Adolf von Willebrand (1870-1949) fue el médico finlandés que descubrié la «<hemofilia
vascular», enfermedad que hoy lleva su nombre. En 1925 examiné a una nifia de 5 afios
cuyos hermanos habian muerto por hemorragias. Madre y padre tenian antecedentes
familiares de sangrado profuso. Investigd la genealogia y encontré que 23 de los 66
miembros familiares padecian del aumento del tiempo de sangria. Concluyé que se trataba
de una forma desconocida de hemofilia (era padecida por ambos sexos) y la denominé
«seudo-hemofilia». Demostré que la concentracion de plaquetas de los pacientes era
normal, pero que no funcionaban adecuadamente. Con Jirgens, inventor de un
«trombometro capilar», en 1931 llegan a la errada conclusion de que se trataba de un
defecto de los trombocitos. Recién en la década de 1950 la tecnologia permitié descubrir el
origen del trastorno (Coppo, 2015).

Enfermedad de von Willebrand

Es la deficiencia de una glucoproteina que circula por sangre unida al factor VIIl. También

existe en el endotelio y en las plaguetas. La transmision es autosémica dominante.

La seudohemcfilia es la coagulopatia mas comun en medicina veterinaria. Ha sido descrita
en alrededor de 50 razas de gatos y perros, especialmente en Doberman, Shetland y
Terriers. El factor de von Willebrand es necesario para la agregacion de las plaquetas y
también para su unién con el sub-endotelio (colageno, elastina), a través de la glucoproteina
1b-IX.

La enfermedad cursa con hemorragias espontaneas en mucosas externas e internas de las
vias digestiva, urinaria, respiratoria y genital, en el Gltimo caso relacionadas al estro y al

parto. Raramente se verifican petequias. Es frecuente la muerte in Utero. Los recién nacidos
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sangran profusamente a través del cordon umbilical. El estrés exacerba los sintomas. Son

pacientes de alto riesgo quirurgico.

El laboratorio revela aumentos notorios del tiempo de sangria, a veces acompafiado por el
retardo del KPTT. Las plaquetas aparecen en concentracion normal. El diagnéstico se
confirma por inmunoelectroforesis y enzimoinmunoensayo (ELISA que evalla la capacidad
de unién entre plaguetas y colageno). Los sintomas ceden transitoriamente al administrar

crioprecipitado o plasma fresco congelado.
Pruebas evaluadoras de la hemostasia

Para efectuarlas, tener en cuenta que la extraccibn de la muestra debe efectuarse
preferentemente con jeringas siliconadas, para evitar la activacion del Xll («factor de
superficie rugosa»). La puncién venosa debe ser certera; la sangre no debe contener restos
de tejido. El anticoagulante de eleccion debe ser citrato al 3,8%, empleandolo en proporcion

1:9 con la sangre.

En la mayoria de los casos, el laboratorio debe recibir plasma, el cual se obtendra por
centrifugacion, efectuada antes de los 30 minutos post-extraccion. La muestra debe ser
enviada de inmediato, caso contrario (poco recomendable), puede conservarse congelada
a - 20°C.

Frascos, tubos y resto del material de vidrio utilizado para enviar o procesar sangre
destinada a pruebas coagulativas, debe haber sido tratado con mezcla sulfocrémica
(Coppo, 2015).

Prueba Factor von Willebrand: Ante sospechas de deficiencia de este factor endotelial
coadyuvante de la agregacion plaquetaria, puede efectuarse su determinacién por ELISA
(foto) o inmunodifusion. Se aconseja realizarlo previamente a un acto quirargico y también
antes de seleccionar pareja para el apareamiento, especialmente si se trata de la raza
Doberman. Los estados inflamatorios interfieren los resultados, dado que el factor von

Willebrand es una «proteina de fase aguda» (Coppo, 2015).



MARCO DE REFERENCIA

La enfermedad de von Willebrand es el trastorno hereditario mas frecuente de las proteinas
de la coagulacién en los seres humanos. Existen 3 tipos: 1, 2A, 2B, 2N, 2M, y 3. Esta
asociada a mutaciones en el cromosoma 12, en la regién p13.2, que codifica para el factor

de von Willebrand (VWF), el cual se sintetiza en las células endoteliales y megacariocitos.

La biologia molecular ha permitido la caracterizacion del gen del VWF, adquiriendo un papel
importante en el diagnostico la enfermedad de von Willebrand asi como en la investigacion
de alteraciones en otros genes, que pueden estar involucrados en la regulacion de la
sintesis, procesamiento y secrecion del VWF. Sin embargo, aln no se han integrado las
estrategias de biologia molecular entre las pruebas de diagnéstico disponibles. (Hernandez-

Zamora, Zavala-Hernandez, Quintana-Gonzalez, & Reyes-Maldonado, 2015)

El analisis de los multimeros del VWF es una metodologia que cumple con las
caracteristicas para el diagndstico, pero no es facil de estandarizar (Hernandez-Zamora,
Zavala-Hernandez, Quintana-Gonzélez, & Reyes-Maldonado, 2015). Incluso en medicina
humana, los enfermos de von Willebrand no cuentan con un diagndstico definitivo, es

necesario implementar estas metodologias para su estudio y mejorar su diagndéstico.

La enfermedad de von Willebrand es heterogénea debido a los mecanismos moleculares
que producen los distintos fenotipos clinicos y de laboratorio. En México existen pocos
trabajos relacionados con esta enfermedad, por ello es fundamental realizar un estudio
integral que incluya aspectos clinicos, pruebas de laboratorio basicas y especiales, para
establecer el diagnéstico correcto, desarrollar nuevos enfoques terapéuticos, y asi ofrecer
atencion médica y asesoramiento genético adecuados (Hernandez-Zamora, Zavala-

Hernandez, Quintana-Gonzalez, & Reyes-Maldonado, 2015).

El ensayo de unién a colageno de vVWF:CB es particularmente sensible a variantes de von
Willebrand caracterizadas por la ausencia de los multimeros mas grandes. Por lo tanto,
VWF:CB se utiliza a menudo como una alternativa al andlisis multimérico para distinguir
VWF2A de vVWF2M. Sin embargo, en pacientes con mutaciones en el dominio A3 (W1745C
y S1783A) con estructura normal, el vWF:CB/Ag es anormal en presencia de VWF:RCo
normal (Federici, 2016).



Hipotesis
La prueba de unién del factor Von Willebrand al colageno (VWF:CB) (microELISA) resulta
ser mas efectiva en el diagnéstico de la Enfermedad de Von Willebrand en caninos.

Objetivo

1) Revisar en la bibliografia las diferentes pruebas para detectar el factor Von
Willebrand:

Concentracién plasmatica total de antigeno del factor de von Willebrand (FvW)

Prueba de funcién de VWF

Nivel de factor VIII en plasma

Tiempo de tromboplastina parcial (TTP)
(Kuter, 2022)

2) Comparar las pruebas diagnésticas en la medicina humana con la medicina

veterinaria.



MATERIAL Y/O METODOS

Se generd una reserva de plasma normal a partir de sangre citratada (1 parte de citrato: 9
partes de sangre) obtenida de 7 perros donantes de sangre, del Ontario Veterinary College-
Veterinary Teaching Hospital (OVC-VTH), mediante venopuncién yugular no traumatica.
Los 3 perros hembras y 4 perros machos que componian este grupo tenian una edad
estimada de entre 2 y 5 afios, e incluian greyhounds y perros mestizos. Dentro de la hora
posterior a la recoleccion, la sangre citratada se centrifugd a 1500 X g durante 20 minutos
a temperatura ambiente; se extrajo el plasma, se agrup6 y luego se almaceno en alicuotas

de 100 y 200 pul a -80 °C hasta que se necesito.

Se recolect6 un total de 183 muestras de plasma de caninos clinicamente sanos de clinicas
veterinarias cerca de Guelphy del OVC-VTH. Tras la recoleccion, las muestras se dividieron
en tubos de plasma citratado y tubos de recoleccion de acido etilendiaminotetraacético
(EDTA). De las 183 muestras de pacientes, 176 se obtuvieron mediante venopuncion
yugular no traumatica. Las 7 muestras restantes se obtuvieron mediante venopuncién
cefalica no traumatica debido a limitaciones de sujecidon o problemas de salud, como
enfermedad de la columna cervical o inestabilidad vertebral cervical, que impidieron la toma
de muestras de la yugular. Todas las muestras se obtuvieron con una aguja desechable
afilada, y la sangre se decant6 a lo largo de la pared del tubo de anticoagulante sin tapa
antes de una inversion suave. La poblacién de muestra incluyé 100 hembras y 83 machos
con una edad promedio de 4,8 afios (rango: 0.25-13 afios) y las siguientes razas: Doberman
pinscher (n = 125), Manchester terrier (n = 13), mestizo (n = 10), greyhound (n = 8), setter
irlandés (n = 6), tervueren belga (n = 6), golden retriever (n = 3), boyero bernés (n = 2),
setter inglés (n = 2), labrador retriever (n = 1), schnauzer estandar (n = 1), pastor de
Shetland (n = 1), retriever de pelo liso (n = 1), staffordshire terrier (n = 1), plotthound (n = 1)
y gran danés (n = 1). Para evitar la influencia de la edad en nuestra poblacién de muestra,
los pacientes menores de 12 semanas de edad fueron excluidos del estudio, ya que las
concentraciones de VWF:Ag generalmente se acercan a los valores medios de los adultos
a las 11 semanas de edad. No se recogieron muestras de pacientes manifiestamente
enfermos; sin embargo, varios trastornos subclinicos crénicos estaban presentes en la
poblacion, por ejemplo, miocardiopatia dilatada, hipotiroidismo, inestabilidad vertebral
cervical, incontinencia urinaria, enfermedad del disco intervertebral, alergias alimentarias o
cutaneas y artritis. Por lo tanto, los medicamentos en la poblacion muestreada incluyeron

dietilestilbestrol (n = 3), fenilpropanolamina (n = 4), levotiroxina (n = 13), medicamentos



cardiacos (n = 2), antiinflamatorios no esteroides (n = 7), corticosteroides de dosis baja (n
= 1), antibiéticos (n = 4) y una variedad de suplementos no medicinales (n = 17). Aunque
se ha sugerido una asociacion entre la vWD y el hipotiroidismo, los pacientes con
hipotiroidismo mencionados anteriormente estaban bien controlados y, por lo tanto, esta
condicion no se consideré un factor de confusién. De manera similar, los 7 animales
tratados con antiinflamatorios no esteroides no fueron excluidos del estudio. El uso de esta
medicacién no parecié afectar la funcidén plaquetaria de estos animales cuando se evalu6
con el cartucho PFA-100 ADP, lo que es consistente con los resultados de un estudio en
humanos. Se recogieron muestras raras durante el estro, ya que se ha demostrado que no
hay un cambio significativo en la concentracién de vVWF durante el ciclo estral. Dentro de
las 3 hrs posteriores a la recoleccion, se analizaron 800 ul de sangre citratada utilizando el
analizador de plaguetas PFA-100 (Dade Behring, Newark, Delaware, EE. UU.). Luego, la
sangre citratada se centrifugd a 1500 X g durante 20 min a temperatura ambiente; se
recolecto el plasma y se dividi6 en alicuotas que variaban de 10 ul a 800 pl. El tiempo de
tromboplastina parcial se determind inmediatamente en la muestra de plasma. Como
control externo, cada una de las 183 muestras de pacientes se analizé utilizando el ensayo
ELISA Asserachrom vVWF:Ag, utilizando el lote n°2 de la norma de la Sociedad Internacional
de Trombosis y Hemostasia (ISTH) para crear una curva estandar, a partir de la cual se
determiné el % de VWF. Se congel6é inmediatamente una alicuota del plasma del paciente
para este propésito. Las alicuotas restantes se almacenaron a -80 °C hasta que las
muestras se pudieron procesar por lotes y se realizaron los ensayos restantes (minimo 1
dia, maximo 3,5 meses). La sangre con EDTA se envi6 inmediatamente al Laboratorio de

Salud Animal de la Universidad de Guelph para el recuento de plaquetas y el hematocrito.

El analizador PFA-100 se utilizé de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se realizo
una autoprueba del instrumento al comienzo de cada dia de muestreo para garantizar el

funcionamiento adecuado (Burgess, Woods, Abrams-Ogg, & Wood, 2009).

La actividad del factor VIII se evalu6 con el Sigma-Amelung KC4A™, utilizando
metodologias estandar, con la excepcidn de que se utilizé Alexina AMAX, diluida 1 en 5 con
tampon de imidazol AMAX, como activador. Cada muestra se analizé por duplicado. Se
produjo una curva estandar de cuatro puntos, con concentraciones que oscilaban entre 1
en 10y 1 en 80, para cada conjunto de muestras por lotes utilizando una reserva de plasma

canino normal. Los resultados del FVIII se presentaron como un porcentaje del grupo de
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plasma canino normal. Para este estudio se utilizaron intervalos de referencia desarrollados

previamente en la Ontario Veterinary College, Universidad de Guelph (54% a 197%).

Los ensayos VWF:CBA y OVC vWF:Ag desarrollados recientemente fueron realizados por
un solo operador (HB). Se ha proporcionado una descripcién de la metodologia del ensayo
en otro lugar. Estos ensayos han sido validados previamente para la enfermedad de tipo 1
y se han determinado los intervalos de referencia. Los intervalos de referencia para el
ensayo VWF:Ag de OVC son los siguientes: concentracion alta de VWF 74% a 131%,
intermedia 31% a 73% y baja 0% a 30%. Los intervalos de referencia correspondientes para
el nuevo ensayo VWF:CBA son: funcion alta de vVWF 102% a 169%, funcién intermedia 32%
a 101% y funcion baja 2% a 31%. Como se menciond anteriormente, estos intervalos se
han utilizado histéricamente para predecir el estado genético, agrupando a los perros como
negativos al rasgo de vWD, indeterminados y positivos al rasgo de vWD, respectivamente
(Burgess, Woods, Abrams-Ogg, & Wood, 2009).
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RESULTADOS

El grado de asociacion entre los ensayos de perfil de diagnoéstico de vWD se informa en la
Tabla I. EI vVWF:CBA muestra una fuerte asociacién positiva tanto con el ensayo vVWF:Ag
desarrollado recientemente como con el ensayo VWF:Ag de Asserachrom (0.82 y 0.86,
respectivamente), mientras que el PFA-100 tiene una fuerte asociacion negativa con estos
ensayos (-0.80 y -0.82, respectivamente). El nivel de asociacion entre los resultados de
PFA-100 y los resultados de VWF:CBA, aunque no tan fuerte como la asociacion de
cualquiera de las pruebas con la concentracion de VWF:Ag, es sustancial en 0.68. La
asociacion entre FVIIl y el ensayo VWF:Ag desarrollado recientemente, el ensayo VWF:Ag
de Asserachrom, VWF:CBA y PFA-100 fue aceptable (0.34, 0.31, 0.27 y -0.47,
respectivamente); sin embargo, fue insuficiente para cualquier reconocimiento de patrones
en los datos brutos. El nivel de asociacion entre el PTT y la actividad del factor VIl fue
bajo. No hubo asociacion significativa entre el PTT o el recuento de plaquetas con

ninguno de los otros ensayos.

Tabla I. Grado de asociacion entre los resultados de los analisis de perfil de diagnéstico de
la enfermedad de von Willebrand. El grado de asociacién se representa como un coeficiente
de correlacion de Spearman (rs) para datos no paramétricos, o un coeficiente de
determinacion (R?) para datos paramétricos.

Table 1. Degree of assoclation between vWD diagnostic profile assay results. Degree of assoclation Is
portrayed as either a Spearman correlation coefficient (r,) for nonparametric data, or a coefficient of
determination (R?) for parametric data

Platelet
VWF.CBA PFA-100 Fvill PTT count
Asserachrom R? =0.86 r,=-0.82 R?=0.31 r.=-0.085 r,=-0.07
VWF:Ag (P < 0.0001)* (P < 0.0001)° (P < 0.0001) (P=0.2532)° (P=0.3624)°
ove R?=0.82 r,=-0.80 R?=0.34 r,=-0.12 r,=-0.10
VWF:Ag (P < 0.0001)% (P < 0.0001)° (P < 0.0001) (P=0.09864) (P=0.1698)°
VWF:CBA R?=0.68 R?=0.27 r,=-0.06 r,=-0.04
(P < 0.0001)° (P < 0.0001)* (P=0.4644)p (0.5645)*
PFA-100 r,=-0.47 r,=0.09 r,=0.05
(P < 0.0001)° (P =0.2160)° (P=0.5022)
Fvill R?=0.08 R? =0.00

(P < 0.0001) (P =0.9829)

a Sample size = 183.
b Sample size = 177.
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En relacion con el estado de vWD, se presentan en la Tabla Il. Los valores atipicos no se

eliminaron para ninguno de estos resumenes.

Tabla Il: Media y rango de los resultados del ensayo de perfil diagndstico, con respecto a la

concentracion de VWF.

Table Il. Mean and range of diagnostic profile assay results, with respect
to YWF concentration

Asserachrom OVC vWF:Ag VvWF:CBA PFA-100
vWD Status VWF:Ag (%) (%) (%) (s)
Low VWF 27.0 26.0 34.0 139
(n=82) (1.00-48.0) (1.00-81.0) (1.00-108) (52.0-300)2
Intermediate 60.0 70.0 92.0 71.0
(n = 55) (50.0-68.0) (27.0-152) (36.0-160) (51.0-124)
High vWF 83.0 96.0 124 61
(n = 46) (70.0-125) (53.0-170) (78.0-197) (47.0-84.0)°

@ Sample size = 77.
b Sample size = 45.

Aungue el grado de asociacion entre los resultados de PFA-100 y la concentracion de VWF,
segun lo determinado por el ensayo OVC VWF:Ag recientemente desarrollado y el ensayo
Asserachrom VWF:Ag, se evalué utilizando datos transformados logaritmicamente, es dificil
apreciar visualmente la relacion clinica después de la transformacién logaritmica. Cuando
se examinaron los datos no transformados, se hizo evidente que los resultados de PFA-100
se prolongaron de manera constante una vez que las concentraciones de VWF:Ag,
determinadas por el ensayo VWF:Ag recientemente desarrollado y el ensayo VWF:Ag de

Asserachrom, fueron menores al 20% y 24%, respectivamente.

Resultados de PFA-100, actividad del factor VIl y vVWF:CBA fueron comparados entre 2
grupos de perros que no tenian vWD (grupo 1 compuesto por Doberman pinschers, grupo
2 compuesto por perros no Doberman), y un grupo de Doberman pinschers con vWD (grupo
3), como se describié anteriormente. Usando la prueba de Tukey-Kramer, hubo una
diferencia significativa detectada entre los grupos 1y 3, asi como entre los grupos 2 y 3,
mientras que no hubo diferencia significativa entre los grupos 1 y 2 (valores P: 0.0009,
<0.0001 y 0.1135, respectivamente) usando resultados de PFA-100, y (< 0.0001, < 0.0001,
y 1.0097, respectivamente) usando resultados de VWF:CBA. Los resultados de la

actividad del FVIII permitieron distinguir entre perros no Doberman que no
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presentaban vWD (grupo 2) y Doberman pinscher con vWD (grupo 3) con un valor P de
<0,0001 y, como se esperaba, no se encontrd ninguna diferencia significativa entre los
grupos 1y 2 (valor P = 0.3815). Sin embargo, este ensayo no pudo distinguir entre perros
Doberman con o sin vWD (valor P: 0.1105) (Burgess, Woods, Abrams-0Ogg, & Wood, 2009).
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DISCUSION

En el articulo estudiado, Evaluation of laboratory methods to improve characterization of
dogs with von Willebrand disease, el intervalo de referencia establecido para el cartucho de
coldgeno/ADP del PFA-100 fue similar al del articulo Influence of Platelet Count,
Acetylsalicylic Acid, von Willebrand’s Disease, Coagulopathies, and Haematocrit on Results
Obtained Using a Platelet Function Analyser in Dogs (Mischke & Keidel, 2003).
Aproximadamente el 38% de los pacientes utilizados para formular el intervalo de referencia
para el PFA-100 eran pinschers Doberman y, como resultado, la poblacién estaba algo
sesgada por esta raza. Sin embargo, la afiliacién bien conocida de esta raza con la vWD
sugirié que su inclusién reflejaba con mayor precision la poblacion objetivo. La similitud
entre el intervalo de referencia y el publicado previamente sugiere que pudieron representar
a la poblacién general, a pesar del predominio de los Doberman en el conjunto de datos,
sino también que la hemostasia primaria en los pinschers Doberman negativos a la VWD,
segun lo determinado por el PFA-100, no fue significativamente diferente de otras razas. El
ensayo OVC vWF:Ag ha sido validado previamente y ha demostrado una excelente
concordancia (correlacién de concordancia de 0.89) con el ensayo Asserachrom vWF:Ag
disponible comercialmente, utilizado como control externo en el estudio (Burgess, Woods,
Abrams-0Ogg, & Wood, 2009).

En 1998, se realiz6 una investigacién con perros raza Spaniel holandés, Evaluation of
recombinant von Willebrand factor in a canine model of von Willebrand disease, en la cual
obtuvieron que los perros deficientes en VWF utilizados en este estudio presentaron un
trastorno hemorragico similar a la enfermedad de von Willebrand de tipo 3 grave en
humanos, caracterizada por antigeno de VWF indetectable, multimeros de VWF
indetectables en geles de agarosa y niveles reducidos de FVIII en la circulacion. Los niveles
de FVIII en estos perros, que eran aproximadamente el 50% de los valores caninos
normales, eran mas altos que los observados en la enfermedad de von Willebrand de tipo
3 en humanos. Esto podria indicar que el FVIII canino es menos dependiente que el FVIII
humano de la estabilizacién por VWF. La secuencia de FVIII canino difiere en los dominios
acidos entre A1 y A2 y en el extremo N-terminal del dominio A3 de la secuencia humana.
Mientras que la secuencia del FVIII canino muestra la conservacion de todos los sitios
funcionalmente importantes que se encuentran en la secuencia humana, especialmente las
regiones proximas a los sitios de escision de la trombina y los dos sitios de escision de la

proteina C, se encuentran cuatro cambios en el dominio A3 (la region de union del VWF)
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entre los residuos 1666 y 1676 (entre los residuos humanos 1674 y 1684). Los seis residuos
de tirosina que se sabe que sufren sulfatacion en la proteina humana se conservan en la
secuencia del perro. Dado que la regién acida de la cadena ligera en el FVIII humano es
esencial para la interaccién con el vVWF, la diferencia entre el FVIII canino y el humano en
esta regién podria significar que la interaccion con el VWF es de menor importancia en los
perros (H. P. SCHWARZ, y otros, 1998).

La Federacion Mundial de Hemofilia, coincide que los analisis de laboratorio para el FvW
incluyen una prueba inmunolégica para detectar niveles generales, Ag:FVW, y pruebas
funcionales que reflejan su habilidad de aglutinacion de plaguetas normales en presencia
de ristocetina, (cofactor de ristocetina FVW:CoR); de ligarse al colageno (FVW:IC); y de
ligarse al FVIII (FYW:IFVIII), en plasma diluido. La aglutinacién de plaquetas inducida por
ristocetina (APIR) es una prueba de la habilidad del FvW para apoyar la aglutinacion por
ristocetina en el plasma fresco, sin diluir y rico en plaquetas del paciente. La distribucion del
tamafio de los multimeros puede demostrarse mediante electroforesis del Ag:FvW. El
tiempo de sangrado (TS) o el tiempo de cerrado (TC) con un analizador de la funciéon
plaguetaria, como el AFP-100 ®, puede ser prolongado. La prueba FYW:IFVIIl y el analisis
de multimeros por lo general se realizan en laboratorios especializados. La Unica prueba
gue posiblemente resulte anormal en la EVW es la FYW:CoR, que es baja en todos los tipos

de EVW menos en el tipo 2N (Kasper, 2008).

De igual manera, Duboscq y Martinuzzo, proponen el diagnéstico de la enfermedad de von
Willebrand, debe realizarse analizando las manifestaciones clinicas y realizando un
conjunto de pruebas especiales con un estricto control de las variables preanaliticas.
Clasicamente la actividad del VWF se expresa como actividad de cofactor de ristocetina
(VWF:RCo) que mide la capacidad del FvW de aglutinar las plaquetas en presencia de
ristocetina. Es determinada por agregometria, un método laborioso y de alto coeficiente de
variacion (CV), pero que hasta hoy es el gold estandar. En los Ultimos afios se ha
desarrollado un método inmunoturbidimétrico que determina la actividad de VWF. Diversos
trabajos han demostrado, que si bien ambos métodos miden distintas propiedades de la
molécula de VWF se observa una buena correlacion entre ambas determinaciones en todo
el rango de concentraciones, demostrando que ambos métodos son utiles en la practica

clinica (Duboscq & Martinuzzo, 2012).

Fundamento: Es un método inmunoturbidimetrico que utiliza un anticuerpo monoclonal

contra el sitio de union a Plaquetas (Glicoproteina Ib) de la molécula de VWF. Este epitope
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reconocido por el anticuerpo se expresa cuando la estructura multimérica es la adecuada,
es decir que estén presentes los multimeros de alto peso molecular, de la misma manera
que éstos son necesarios para la actividad de VWF:RCo2. Puede realizarse en equipos
automatizados (coaguldometros) para los que fue disefiado, como en lectores de ELISA en
forma semiautomatica. Para esta metodologia el CV es menor al 5% (Duboscq &

Martinuzzo, 2012).
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CONCLUSIONES

La enfermedad de von Willebrand se transmite de forma autosémica dominante, es el
trastorno hemorragico hereditario mas frecuente. Esta causada por la disminucion de la
cantidad de VWF o por la presencia de un VWF cualitativamente anormal en la circulacion.
En raras ocasiones, la enfermedad de von Willebrand puede ser un trastorno adquirido. Las
manifestaciones de la enfermedad son hemorragias cutdneas mucosas (epistaxis,
sangrado de encias, hemorragia de otras mucosas, equimosis, sangrado en procedimientos
odontolégicos, etc.). Su diagnoéstico depende totalmente de pruebas de coagulacién de
laboratorio y su clasificacion exige estudios especiales (como la determinacion de los
multimeros del VWF). Es importante clasificar el tipo, ya que esto es importante para elegir
el tratamiento. La mayoria de las veces el tratamiento es con desmopresina, y solo en los
casos mas graves se reemplaza el factor (Herndndez-Zamora, Zavala-Hernandez,

Quintana-Gonzalez, & Reyes-Maldonado, 2015).
Diagnostico clinico

Una historia clinica veraz, detallada y completa permitird al médico hacer una aproximacion
sobre el tipo de alteracion de la hemostasia existente. Debe sospecharse en personas con
hemorragias mucocutaneas excesivas, como hematomas sin traumatismos reconocidos,
de aparicion espontanea o con traumatismos minimos; ademas, la hemartrosis es siempre
anormal e indica la existencia de una coagulopatia grave. Lo mismo puede decirse de los
hematomas musculares espontaneos. Ambos son un sintoma esencial de la hemofilia, y su
aparicion es muy rara en otras diatesis hemorragicas, excepto en la enfermedad de von
Willebrand grave, especialmente el tipo 3 y, asimismo, hemorragias nasales recurrentes
prolongadas y hemorragias de la cavidad bucal, incluyendo sangrado de encias después
del cepillado de dientes o uso de hilo dental, o sangrado prolongado después del pulido de

manchas o extracciones.

Incluso puede haber hematuria, sangrado excesivo o prolongado después de una cirugia o
traumatismo. También es importante tener en cuenta varios otros factores, algunos de los
cuales aumentan la concentracion del VWF: embarazo, ejercicio, trauma, cirugia, edad; y
su nivel es mayor en personas con tipo sanguineo A que en el tipo sanguineo O. Por otro
lado, otros factores provocan su disminucion: hipertiroidismo, insuficiencia renal,

enfermedad hepética, aterosclerosis, condiciones inflamatorias, céncer, diabetes e
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hipotiroidismo (Hernandez-Zamora, Zavala-Herndndez, Quintana-Gonzalez, & Reyes-
Maldonado, 2015).

Pruebas de laboratorio quimico hematol6gico

El laboratorio quimico hematolégico aporta informacion muy util que debe interpretarse en
relacion con el contexto clinico, lo que proporciona una mayor probabilidad de un
diagnadstico definitivo y un tratamiento adecuado. Las pruebas se dividen en bésicas, que
permiten tener una idea general del estado del paciente, entre las que se encuentran:
citometria sanguinea, tiempo de sangrado, tiempo de protrombina, tiempo de
tromboplastina parcialmente activada y tiempo de trombina; posteriormente, pruebas que
estudian la hemostasia primaria, secundaria y fibrindlisis, asi como pruebas encaminadas

al diagndstico de problemas trombéticos.
Pruebas basicas

Las pruebas basicas son el recuento de plaquetas, el tiempo de sangrado, el tiempo de
protrombina, el tiempo de tromboplastina parcialmente activada y el tiempo de trombina.
Las 2 primeras exploran la hemostasia primaria, mientras que las 3 restantes evallan la
hemostasia secundaria. Si los resultados son normales, salvo casos excepcionales, se
descartan trastornos hemostaticos de trascendencia clinica. Su prolongacion puede
deberse a la deficiencia de un factor o a la existencia de un anticuerpo inhibidor de las
proteinas de la coagulacion. La correccién, o no, de la prueba, al mezclar el plasma del
paciente con plasma normal, mostrara si se trata de una deficiencia o de un inhibidor

(Hernadndez-Zamora, Zavala-Hernandez, Quintana-Gonzéalez, & Reyes-Maldonado, 2015).
Pruebas especificas

Las pruebas especificas permiten cuantificar factores individuales. Se utilizan cuando una
0 mas pruebas basicas estan alteradas o cuando, siendo normales, hay sospecha clinica
de una coagulopatia sistémica. Existen 3 tipos: de prueba, funcionales e inmunoldégicas.
Las primeras, a su vez, pueden ser métodos coagulométricos que utilizan plasmas con
déficit del factor a analizar (Hernandez-Zamora, Zavala-Hernandez, Quintana-Gonzélez, &
Reyes-Maldonado, 2015).

Los métodos inmunoldgicos, a través de anticuerpos, evallan la concentracion del antigeno

de la proteina (pero no su funcion). Una discrepancia entre los niveles obtenidos mediante
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métodos funcionales y métodos inmunoldgicos revela la existencia de anomalias

moleculares.

Dentro de los tests especificos se encuentra la actividad del VWF como cofactor de la
ristocetina (VWF:RCo), que depende de la presencia de grandes multimeros, VWF
antigénico (VWF:Ag), coagulante del FVIII (FVIII:C), agregacion plaquetaria inducida por
ristocetina (RIPA); la mayoria de los subtipos presentan una disminucion de la respuesta a
la ristocetina, que es un agonista del receptor de Gplb-I1X y del VWF. También podemos
incluir la capacidad de unién del VWF al colageno y al FVIII:C (VWF:CB y VWF:VIII) y el
andlisis de la funcion plaquetaria (PFA-100 ® ). Este ultimo podra sustituir en el futuro el
tiempo de sangrado, cuyo uso es muy controvertido (Herndndez-Zamora, Zavala-

Hernandez, Quintana-Gonzalez, & Reyes-Maldonado, 2015).
Andlisis de los multimeros del factor de von Willebrand

El analisis de los multimeros del VWF, en funcion de su peso molecular, se realiza mediante
electroforesis. Los multimeros se visualizan mediante autorradiografia tras la incubacion
con anticuerpos contra el VWF marcados con inmunoperoxidasa o fosfatasa alcalina. Esta
técnica permite un diagnostico definitivo de los diferentes tipos de enfermedad de von
Willebrand en funcion de su patrébn de multimeros, y se realiza Unicamente en los
laboratorios de referencia (Hernandez-Zamora, Zavala-Hernandez, Quintana-Gonzélez, &
Reyes-Maldonado, 2015).

El objetivo del estudio consultado, Evaluation of laboratory methods to improve
characterization of dogs with von Willebrand disease, fue investigar el valor de pruebas
adicionales [recuento de plaguetas, tiempo de tromboplastina parcial (PTT), analisis de la
funcion plaquetaria utilizando el PFA-100, ensayo de union al colageno (VWF:CBA) y
actividad del factor VIII], para su uso junto con el ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas (ELISA) del antigeno del factor von Willebrand, como parte de un perfil de
diagnostico desarrollado recientemente para una mejor caracterizacion de los pacientes
con enfermedad de von Willebrand (vWD). La poblacion del estudio incluyé 183 caninos
clinicamente sanos con una concentracion de VWF:Ag que oscilaba entre el 1% y el 125%.
El ensayo ELISA vWF:Ag de Asserachrom se utiliz6 como control externo para la
determinacion del estado de vWD. Se evalu6 el grado de asociacion entre las pruebas
adicionales y la concentracion de vVWF, y también se evaluaron las asociaciones entre las

pruebas adicionales, incluida su capacidad para distinguir a los perros con vWD de los que
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no la padecen. Ademas, se determiné un intervalo de referencia para el analizador de la
funcién plaquetaria PFA-100. Se encontraron asociaciones fuertes entre el PFA-100, el
VWF:CBA y el ensayo Asserachrom VWF:Ag, y una asociacion significativa entre el PFA-
100 y el VWF:CBA. Se detectd una asociacion entre la actividad del factor VIl y el ensayo
Asserachrom VWF:Ag, el VWF:CBA y el PFA-100; sin embargo, no se observé un patrén
correspondiente de manera visual en los datos brutos, lo que hizo que la asociacién fuera
clinicamente irrelevante. La asociacion entre el recuento de plaquetasy el PTT con las otras
pruebas adicionales fue insignificante. Segin nuestros resultados, el VWF:CBA y el PFA-
100 serian activos valiosos, junto con un ensayo VWF:Ag, en un perfil de diagnéstico de
vWD canino para caracterizar ain mas a los pacientes con esta enfermedad (Burgess,
Woods, Abrams-Ogg, & Wood, 2009).
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ABREVIACIONES
CBA: Collagen Binding Assay (ensayo de union a colageno)

KPTT: Kaolin activated Partial Tromboplastin Time (tiempo de tromboplastina parcial

activado con caolin)

OVC: Ontario Veterinary College

PTT: Partial Thromboplastin Time

VWF:Ag : Antigeno del factor von Willebrand
vWD: Von Willebrand disease

VWEF: von Willebrand factor

VWEF:RCo : cofactor of ristocetin
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1. Introduccidon

La composicion de la membrana de los eritrocitos determina su elasticidad y deformidad e

influye en la capacidad del eritrocito para resistir el estrés osmotico. (Velazquez, 2014)

La prueba de fragilidad eritrocitaria osmoética en perros, es una técnica utilizada para
detectar la habilidad de los glébulos rojos para incrementar el volumen cuando son
sometidas a soluciones hipotonicas de cloruro de sodio (NaCl) de concentraciones
variables. En complementacion con andlisis clinicos de rutina ayuda a la deteccion de
esferocitosis, deficiencias enzimaticas, intoxicaciones y enfermedades hepaticas. En la

anemia hemolitica inmunomediada es frecuente en el uso de esta prueba (Cribb, 1986)

Debido a que los esferocitos tienen una relacion superficie/ volumen disminuido, tienen una
capacidad disminuida para aumentar su volumen y se lisan a una concentracion de sales

mas elevada que las células normales (Herrera, 2002).

La anemia hemolitica inmunomediada (AHIM) canina resulta de la destruccién prematura
de eritrocitos debido a la fijacion de anticuerpos a antigenos propios o extrafios ubicados
sobre la membrana celular; la anemia aparece por la incapacidad de la médula 6sea para
compensar la elevada destruccién eritrocitaria. Por lo tanto, la prueba de fragilidad

eritrocitaria es una opcién para diagnosticar esta enfermedad en caninos (Ruiz, 2014)



2. Antecedentes

La prueba de fragmentacion eritrocitaria en caninos suele utilizarse como una forma
adicional de evaluar a los eritrocitos, con el fin de detectar membranopatias y que debe ser

evaluada en complemento a analisis clinicos de rutina (Igbokwe, 2018).

Los glébulos rojos estan en equilibrio osmético con el plasma circundante. Si parte de la
membrana de los glébulos rojos se pierde sin hemoglobina (Hb) u otros componentes
osmoticamente activos, el volumen de los glébulos rojos tiende a disminuir y la
concentracién de Hb intracelular y la presion osmética aumentan. Esto da como resultado
la absorcién de agua por parte de los glébulos rojos, lo que restablece el equilibrio osmético.
Por lo tanto, la concentracion de Hb intracelular y el volumen de eritrocitos permanecen sin
cambios, pero la célula normalmente discoidea se vuelve mas esférica. Ademas, la cantidad
de agua que pueden absorber los glébulos rojos in vitro en una solucion salina hipoténica
disminuye porque la superficie de membrana mas pequeina reduce el volumen celular

maximo (Olayemi, 2009).

La disminucion de la fragilidad osmética también puede estar asociada con enfermedades
hereditarias, incluidas la estomatocitosis y la deficiencia de espectrina. Los estomatocitos
son glébulos rojos con una forma intermedia entre la forma discoidea normal y un esferocito.
Los estomatocitos pueden reconocerse facilmente en frotis de sangre porque tienen una
palidez central en forma de hendidura, que se asemeja a una boca (estoma). La
estomatocitosis hereditaria se ha descrito en malamutes de Alaska con enanismo de
extremidades cortas y en schnauzers miniatura. En estas dos razas, se desconoce el
defecto. Ademas de la estomatocitosis y la estomatocitosis-gastritis hipertrofica (FS-HG) en

la gastritis hipertrofica, este sindrome hereditario es caracteristico (Velazquez, 2014).

A pesar de la absorcién maxima de agua y la expulsion completa de la membrana celular,
no es posible restablecer el equilibrio con el plasma, las células estallan y se produce una
hemodlisis intravascular. En condiciones en las que la pérdida de membrana se asocia con
una pérdida parcial de Hb, los glébulos rojos pueden no sélo estar inflamados sino también

ser mas pequefos de lo normal (microesferocitos) (Herrera,2002).



En perros y gatos, anemia hemolitica inmunomediada (IMHA es una causa importante de
disminucion de Resistencia eritrocitaria. La membrana de los glébulos rojos se pierde
porque esta danada por el complemento y/o por fagocitosis parcial. La Hb suele perderse
junto con los componentes de la membrana. La deteccion de microesferocitos en un frotis
de sangre es casi una prueba de IMHA, pero su reconocimiento puede ser dificil

especialmente en el gato (Igbokwe, 2018).

3. Objetivos
-Evaluar la resistencia de los globulos rojos a diferentes concentraciones de solucién salina
- Determinar la interpretacion de la prueba de fragilidad eritrocitaria osmética en caninos

- Detectar las alteraciones de membrana eritrocitaria que los vuelven mas susceptibles a

hemolisis

4. Material y/o métodos

La prueba se centra en la utilizacién de soluciones desde hipoténicas a isotdnicas con el fin
de provocar cambios osmoticos y reflejar la resistencia de la membrana del glébulo rojo,
determinando en qué momento la hemolisis se presenta de acuerdo a la concentracion de

solucién utilizada.

Consiste en preparar una bateria de 10 a 12 tubos con soluciones decrecientes de cloruro

sadico (NaCl), desde la concentracion de 0.85% hasta la de 0% (agua destilada).
Materiales

- 15 tubos de ensayo de 12 x75 mm

- Gradilla de unicel o metaélica

- Pipeta volumétrica de 5ml

- Micro pipeta de volumen variable de 100 a 1000 uL
- Centrifugar clinica

- Puntillas amarillas y azules



- Soluciones hipotoénicas con las siguientes concentraciones: 0.10%, 0.20%, 0.30%.,
0.35%, 0.40%, 0.45%, 0.50%, 0.55%, 0.60%, 0.65%, 0.70%, 0.75%, 0.80%, 0.85%

Método

1- Extraer sangre del paciente con anticoagulante EDTA
2- Centrifugar la muestra a 2500 RPM por 5 minutos y extraer el concentrado de

glébulos rojos en un tubo limpio

]
[
[
I
]
-

Figura 2. Serie de diluciones en
tubo de solucién salina partiendo
dela concentracion de 0.85%

3- Realizar diluciones de SSI (0.85%) con volumen final 5 ml, obteniendo las
concentraciones finales siguiente (Figura 2): 0.10%, 0.20%, 0.30%, 0.35%, 0.40%,
0.45%, 0.50%, 0.55%, 0.60%, 0.65%, 0.70%, 0.75%, 0.80%, 0.85%, se puede
apoyar de la féormula V1C1=V2C2

4- A5 mL de cada solucion (a las diferentes concentraciones de NaCl) se le afiade 100
ML de la suspension de eritrocitos al 25 %, se homogeniza la mezcla invirtiendo los
tubos suavemente, se deja reposar durante 30 min a temperatura ambiente.

5- Centrifugar a 2500 RPM por 5 minutos y observar y se desecha el precipitado



6- Se lee la absorbancia del sobrenadante a 540 nm frente al control negativo. Se toma
como control negativo el tubo con solucién de buffer fosfato salino con una
concentracion de NaCl de 0,9 %, dado que reproduce las condiciones fisioldgicas.
Se toma como control positivo un tubo con 0 % de NaCl (agua destilada), que
provoca hemdlisis maxima. Se calcula el porcentaje de hemdlisis segun (figura 1)
(Yamirka,2015).

o6 Hemdlisis = 225 #100 (1)

Abs .,

Figura 1.

donde
Absx%: representa el valor de absorbancia a 540 nm

de las muestras a diferentes concentraciones de NacCl.
Absn%: representa el valor de absorbancia a 540 nm
de la muestras a 0 % de NaCl.



5. Resultados

Los resultados de esta prueba se expresan en una curva de hemdlisis (figura 3), donde se

muestra el porcentaje de glébulos rojos que se han hemolisado a diferentes

concentraciones de solucion salina.
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Figura 3. Grafica de hemdlisis para Fragilidad
osmotica eritrocitaria, en e eje X se representa
concentraciones de soluciones salinas. Eje Y,
porcentaje de hemolisis

Cuando los eritrocitos en la prueba de fragilidad osmética son anormales en las muestras
de sangre que tienen relaciones superficie- volumen disminuida. Cuando los eritrocitos se
sumergen en soluciones hipotdnicas, en las células entra agua hasta que se alcanza un
equilibrio. A medida que este fendmeno se desarrolla, las células se hinchan hasta que su
volumen interno aumente demasiado y provoque el estallido o lisis celular. Debido a que los
esferocitos ya tienen una relacion superficie- volumen disminuida en soluciones menos
hipotdnicas se lisan mas que los eritrocitos de forma normal, bicdncavos y por consiguiente

tienen fragilidad osmotica (Bodey, 2012).

Una curva normal tiene una forma sigmoide, lo que significa que hay un rango de
concentraciones de sal en la que la mayoria de los glébulos rojos se hemolizan. Si la curva
se desplaza hacia la derecha, indica que los glébulos rojos son mas fragiles y se romen en
soluciones salinas mas concentradas (menos hipotdnicas) de lo normal. Esto puede ocurrir
en enfermedades como la esferocitosis. La curva la izquierda indica que los gldbulos rojos
on menos fragiles y resisten mas tiempo a soluciones diluidas. Esto puede ocurrir en

algunas talasemias.



6. Interpretacion

La interpretacion debe realizarse siempre en complemento con demas hallazgos clinicos y

de laboratorio.

Una curva normal tiene una forma sigmoidea, lo que significa que hay un rango de
concentraciones de sal en la que la mayoria de los glébulos rojos se hemolizan. Si la curva
se desplaza hacia la derecha, indica que los gldbulos rojos son mas fragiles y se romen en
soluciones salinas mas concentradas (menos hipoténicas) de lo normal. Esto puede ocurrir
en enfermedades como la esferocitosis. La curva la izquierda indica que los glébulos rojos
son menos fragiles y resisten mas tiempo a soluciones diluidas. Esto puede ocurrir en

algunas talasemias. (Kockaya, 2021)
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Figura 4. Observacion de hemdlisis inicialy
total de Globulos Rojos en SS hipotdnicas




Desviacién

% NaCl % Hemdlisis estandar

01 101 8

02 104 10

0,25 104 10

03 102 7

0,32 94 9

0,36 84 24

0,4 72 19

0,45 14 n

0,55 2 3

0,7 1 1

0,9 1 1

Tabla 1. Eje. Porcentaje de hemdlisis en eritrocitos
normales en presencia de soluciones hipotdénicas
de NaCl a diferentes concentraciones (Yamirka,
2015)

Los resultados (Tabla 1) muestran que la resistencia globular minima (comienzo de la
hemodlisis) fue en soluciones de 0,45 % de NaCl y la resistencia globular maxima (hemolisis

completa de los eritrocitos) se produce a 0,32 % de NaCl.

7. Discusion

La capacidad de los globulos rojos de atravesar el endotelio y llevar oxigeno a los tejidos
depende de una membrana plasmatica mecanicamente estable pero flexible. La
composicion lipidica de la membrana de los glébulos rojos es crucial para mantener su
estructura y fluidez. Al carecer de nucleo y tener una capacidad sintética minima, los
glébulos rojos son extremadamente sensibles a los cambios en los lipidos plasmaticos
(Behling, 2014).

La habilidad de los eritrocitos normales para resistir la hipotonicidad proviene de su forma
bicdncava y las propiedades elasticas de las membranas, las que permiten que la célula
aumente su volumen hasta un 70 % antes de que la membrana se estire; una vez superado

este limite ocurre la hemolisis
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Los resultados que se obtienen en esta prueba sugieren que el aumento de la hemodlisis se
debe a que los esferocitos son las células mas propensas a hemolizarse en soluciones
salinas hipotdnicas en comparacion con los ertritrocitos normales. Esto se debe a que el
agua entra mas facilmente en los esferocitos, lo que aumenta la tension en la membrana y
provoca su ruptura. No todos los casos de aumento de la fragilidad osmotica se deben a

esferocitosis. (Pues, 2005)

En comparacioén con otros componentes osméticamente activos, el volumen de eritrocitos
tiende a disminuir y la concentracién de Hb intracelular y la presién osmatica tienden a
aumentar. Esto ultimo da como resultado la absorcion de agua por parte de los glébulos
rojos, lo que restablece el equilibrio osmotico. Por lo tanto, la concentracion intracelular de
Hb y el volumen de eritrocitos permanecen sin cambios, pero la célula normalmente
discoidea se vuelve mas esférica. Ademas, la cantidad de agua que pueden absorber los
glébulos rojos in vitro en una solucion salina hipoténica disminuye porque la superficie de

membrana mas pequefa reduce el volumen (Velazquez, 2014).

La prueba de fragilidad osmoética indica la resistencia de los eritrocitos a la ruptura por
accién de la presion osmdtica, ejercida sobre la membrana eritrocitaria, al colocarlos en
soluciones salinas hipotdnicas; es un indicador de la razén volumen/superficie celular,
importante para el diagndstico diferenciado y la evolucién de determinados tratamientos
(Yamirka, 2015).

La hemdlisis minima (menos del 5 por ciento) y maxima (mas del 90 por ciento) de los
eritrocitos de los perros clinicamente normales se produjo en soluciones de cloruro de sodio
(NaCl) al 0,60 por ciento y al 0,30 por ciento (Bodey, 2011).

Se observa gran dispersion en los valores obtenidos, debido fundamentalmente a la
variabilidad biolégica entre muestras, que se evidencia en diferencias en la concentracion
de hemoglobina, el hematocrito y la presencia de estados patologicos, etcétera (Bodey,
2011).

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las medias de
los porcentajes de hemolisis en las soluciones hipotdnicas entre 0,1 % y 0,36 %
de NaCl para un nivel de significacion del 95 %.
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8. Conclusion

Debido a que la prueba de Fragilidad Osmética es una herramienta que facilita la deteccion
de esferocitosis, a través del estrés hidrico a la que es sometido el glébulo rojo en
soluciones hipotonicas e isoténicas de solucién salina, por lo tanto la resistencia que tiene
estd célula es debida a su membrana de tolerar el ingreso de agua al interior y que,
dependiendo de las sustancias que intervienen en la ésmosis homeostatica fisiologica, esta
estallara o se hemolizara debido a la concentracién de solucion utilizada. Los resultados
obtenidos se evaluan acorde al tubo donde la hemdlisis se hara presente, asi como la
cantidad de hemoglobina libre in vitro y se dara como positivo el resultado en base a la

concentracion utilizada de la solucién salina.

La esferocitossis es un estado de enfermedad en el que los eritrocitos no tienen su
morfologia habitual similar a la de un disco , en esta patologia dichas células son redondas
como una esfera, siendo mas susceptibles a un rompimiento debido a que su membrana
ya se encuentra menos flexible y con menos elasticidad, por lo cual en esta prueba la
hemolisis resulta evidente para estas células y que es comun en la enfermedad de hemdlisis

inmunomediada.

La fragilidad eritrocitaria osmotica en caninos es una condicion que requiere una evaluacion
exhaustiva para determinar la causa subyacente y establecer un plan de tratamiento
adecuado. Un diagnostico temprano y un tratamiento oportuno puede mejorar

significativamente el prondstico.
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I.  INTRODUCCION

En la clinica de pequefios animales, las patologias cardiacas son frecuentes y
representan una compleja interaccion de factores genéticos, inflamatorios,
neurohormonales y bioquimicos que afectan a los miocitos y el intersticio cardiaco
(Alvarez et al, 2012). Tradicionalmente, el diagnostico de estas alteraciones se realiza
mediante radiografias, electrocardiogramas y ecocardiografias. No obstante, pese a la
extensa investigacion en estas areas, es un desafio establecer el prondstico de estos

pacientes y evaluar objetivamente la progresion la patologia (Correa y Galvis, 2014).

El diagndstico temprano y preciso es esencial para mejorar los resultados clinicos y
prolongar la vida (Jaquete-de la Fuente et al, 2019; Correa y Galvis, 2014). Se
reconoce que el dafio cardiaco provoca un incremento en el nivel de ciertas enzimas,
hormonas, sustancias bioldgicas y otros marcadores de disfuncion cardiaca; los cuales
pueden medirse en sangre y tienen una importancia clinica significativa (Alvarez et al.,
2012).

Actualmente, el uso de biomarcadores en cardiologia veterinaria no esta tan difundido
como en otras areas de la medicina veterinaria, donde se emplean habitualmente para
el diagnéstico de diversas patologias sistémicas (Jaquete-de la Fuente et al, 2019).
Sin embargo, los biomarcadores cardiacos han surgido como herramientas
fundamentales para el diagndstico y monitoreo de enfermedades cardiovasculares en
caninos (Alvarez et al, 2012). La identificacion y comprension de estos marcadores
son cruciales para detectar dafio miocardico, evaluar la gravedad de las afecciones

cardiacas y guiar las decisiones clinicas (Jaquete-de la Fuente et al, 2019).

Este trabajo tiene como objetivo proporcionar una revision exhaustiva de los
biomarcadores de dafio cardiaco en caninos, analizando su utilidad diagnostica, asi
como sus caracteristicas de sensibilidad y especificidad. Al igual que los métodos de
deteccién empleados en laboratorios veterinarios y las enfermedades cardiacas que
pueden diagnosticarse mediante estos biomarcadores y los parametros de referencia
para su interpretacion, facilitando la toma de decisiones clinicas basadas en evidencias

actualizadas.



.  ANTECEDENTES

(Ridker, 2003), investigo la proteina C reactiva (PCR), como indicador de riesgo de
infarto de miocardio, accidente cerebrovascular, enfermedad arterial periférica y la
muerte cardiaca subita; encontrando que los niveles de PCR parecen ser un predictor
mas fuerte de eventos cardiovasculares que el colesterol LDL; indicando que los
niveles de PCR de <1, 1 a 3y >3 mg/L corresponden a grupos de bajo, moderado y
alto riesgo de futuros eventos cardiovasculares respectivamente; resaltando que los
individuos con colesterol LDL por debajo de 130 mg/dL con PCR >3 mg/L representan

un grupo de alto riesgo que a menudo pasa desapercibido en la practica clinica.

Por su parte (Horwich et al, 2003) evaluaron a 238 pacientes con insuficiencia cardiaca
(IC) avanzada y en donde la Troponina | (cTnl) fue detectable en el suero de 117
(49,1%) pacientes. Los pacientes con niveles detectables de cTnl tuvieron niveles
significativamente mas altos de péptido natriurético tipo B (BNP), deterioro
hemodinamico, y disfuncién ventricular izquierda progresiva; permitiendo establecer
una correlacién significativa entre cTnl detectable y la disminucion progresiva en la

fraccion de eyeccion con el tiempo, al igual que con un mayor riesgo de mortalidad.

Un estudio realizado por Oyama y Sisson (2004) evalud la utilidad de las troponinas
cardiacas como biomarcadores diagndsticos en perros con diversas afecciones
cardiacas. Encontraron niveles elevados de troponina | (cTnl) en perros con
insuficiencia cardiaca congestiva, demostrando su capacidad para diferenciar entre
enfermedades cardiacas primarias y secundarias. Este estudio resalta la importancia
de las troponinas cardiacas en el diagnostico temprano de enfermedades cardiacas

caninas, destacando su especificidad y sensibilidad.

(Huerta et al, 2005), indicaron que en perros el estrés oxidativo se asocia a problemas
renales y cardiacos; los autores afirmaron que la toxicidad de los radicales libres (ROS)
se debe a la oxidacion y afectacion de la funcién bioldgica de los lipidos, carbohidratos,
proteinas y acido nucleicos, los cuales generan cardiopatias; sin embargo, pese a la
relacion entre los ROS y la afeccion cardiaca, actualmente no tiene relevancia como

biomarcador.



Otro estudio significativo, fue realizado por (Wess et al, 2010), quienes investigaron la
aplicacion del fragmento N-terminal del péptido natriurético tipo B (NT-proBNP) en la
evaluacion de la funcién cardiaca en perros con enfermedad valvular degenerativa.
Los resultados indicaron que los niveles de NT-proBNP estaban significativamente
elevados en perros con insuficiencia cardiaca en comparacion con perros sanos,
sugiriendo su valor en la estratificacion del riesgo y el prondéstico de las enfermedades

cardiacas.

Finalmente, el estudio realizado por (Alvarez et al, 2012) indicé que el uso de la
creatina quinasa (CK-MB) como marcador de dafio miocéardico en perros puede ser util
para detectar dafio muscular; sin embargo, su especificidad para enfermedades
cardiacas es limitada, especialmente en presencia de dafio muscular esquelético, por
lo que los autores hacen enfusases en la necesidad de utilizar CK-MB en combinacion

con otros biomarcadores méas especificos para mejorar la precision diagnéstica.

Lo anterior concuerdo con el estudio de (Gavazza et al, 2020), donde se indicé que
efectivamente la CK, es activa en musculo cardiacos, pero también en principalmente
en los musculos esqueléticos y en el cerebro, y que pese a que se pueden separar
tres isoenzimas principales (CK-BB, CK-MB, CK-MM) mediante electroforesis, solo la
CK-MB se encuentra en el miocardio. En consecuencia, el aumento de la CK total

indica dafio muscular total por lo que no es especifico de dafio cardiaco.



. HIPOTESIS

3.1. Hipdtesis afirmativa

Las Troponinas son los principales biomarcadores cardiacos para el diagndstico de
enfermedades cardiacas en caninos, permitiendo una deteccidén tempranay un manejo

clinico mejorado.
3.2. Hipdtesis nula

El fragmento N-terminal del péptido natriurético tipo B, es el biomarcador cardiaco méas
significativo en el diagnoéstico de enfermedades cardiacas en caninos comparado con

las troponinas.



IV. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Evaluar la eficacia y aplicabilidad de los marcadores de dafio cardiaco en caninos,
identificando sus caracteristicas diagnésticas y su utilidad en el diagnéstico de

enfermedades cardiacas.

4.2. Objetivos especificos

e Indicar los principales biomarcadores de dafio cardiacos en los caninos

e Describir los métodos de prueba y la tecnologia utilizada para la deteccion de

biomarcadores cardiacos en caninos.

e Exponer los parametros de referencia para la interpretacion de los principales

biomarcadores cardiacos en perros.

¢ |dentificar las enfermedades cardiacas que pueden ser diagnosticadas mediante el

uso de biomarcadores y el tipo de muestra requerida.



V. MARCO DE REFERENCIA

5.1. Historia de la Cardiologia Veterinaria

La cardiologia veterinaria ha experimentado un crecimiento significativo en las ultimas
décadas, con avances en el diagndstico y tratamiento de enfermedades cardiacas en
animales de compafia. Los primeros diagndsticos de enfermedades cardiacas en
perros se basaban principalmente en el examen clinico y la auscultacion, con técnicas
limitadas para evaluar la funcion cardiaca y la estructura del corazén. Sin embargo, la
introducciéon de la radiografia, la ecocardiografia y los electrocardiogramas
transformaron la capacidad de los veterinarios para diagnosticar y manejar

enfermedades cardiacas.

La evolucion de la cardiologia veterinaria ha sido impulsada por la demanda de los
propietarios de mascotas por un cuidado mas especializado y la creciente comprension
de la fisiopatologia de las enfermedades cardiacas en animales. La investigacion en
cardiologia veterinaria ha llevado al desarrollo de técnicas diagndsticas avanzadas y
tratamientos efectivos, mejorando significativamente la calidad de vida de los perros

afectados por enfermedades cardiacas.
5.2. Marcadores de dafio miocitario

Antes de la disponibilidad de troponinas, los marcadores de lesién de miocitos eran
poco utilizados, aunque se describié el uso de la creatin-quinasa (CK) para la

identificacion de dafio en musculo esquelético y miocéardico. (Alvarez et al, 2012)

Las troponinas se utilizan con el fin de valorar el efecto que tienen algunas
enfermedades cardiacas y extra cardiacas en la integridad del miocardio. Diferentes
estudios relacionan la presencia de alteraciones histopatolégicas, tanto en
cardiomiopatias primarias como secundarias (miocarditis), con el aumento de las
troponinas. Este biomarcador representa una medida cuantitativa del dafio miocérdico,

pero no determina su etiologia. (Jaquete-de la Fuente te al, 2019)



En algunos estudios, se describe que el grado de aumento de las troponinas es
proporcional a la extension del miocardio dafiado, pero los resultados son

inconsistentes de acuerdo con estudios similares. (Jaguete-de la Fuente te al, 2019)

(Jaquete-de la Fuente te al, 2019), también indicé que la concentracion de cTnl en
perros con sincope cardiogénico es mayor que en perros con convulsiones por
epilepsia, pero no se ha identificado un punto 6ptimo para diferenciar entre ambos.
También se han evaluado como biomarcadores sensibles para detectar

cardiotoxicidad en perros tratados con doxorrubicina.
5.3. Historia de las Pruebas y Métodos Diagndsticos

Segun indican (Jaquete-de la Fuente te al, 2019), los biomarcadores cardiacos se han
convertido en una parte integral del diagndstico y manejo de enfermedades cardiacas
en caninos. Su desarrollo ha sido posible gracias a los avances en las técnicas de
laboratorio y la biotecnologia. A continuacion, se describe la historia y evolucion de los

principales biomarcadores utilizados en cardiologia veterinaria:
e Troponinas cardiacas (cTnly cTnT)

Las troponinas cardiacas fueron identificadas por primera vez como proteinas
estructurales especificas del miocardio humano, y su aplicacion se extendio
rapidamente a la medicina veterinaria (Boswood et al, 2007; Correa y Galvis, 2014).
Las troponinas son proteinas que forman parte del complejo contractil del musculo
cardiaco, y su liberacion en el torrente sanguineo es indicativa de dafio miocéardico
(Boswood, 2013). Las investigaciones han demostrado que los niveles de troponinas
cardiacas se correlacionan con la gravedad del dafio cardiaco y pueden diferenciar
entre diversas afecciones cardiacas en perros. (Boswood et al, 2007; Correa y Galvis,
2014)

Las isoformas cardiacas de Troponina | (cTnl) y Troponina T (cTnT), no son
antigénicamente iguales a las isoenzimas del musculo esquelético siendo sensitivas y
especificas marcadoras de isquemia del miocardio, lesion celular y necrosis.

(Buemberguer y Ricon, 2009)



Las troponinas cardiacas circulantes tienen caracteristicas ideales para un
biomarcador, ya que presentan especificidad cardiaca, alta sensibilidad a las lesiones,

diagndéstico temprano de lesiones cardiacas. (Iglesias y Cerro, 2020)

Estas son determinadas mediante ELISA por quimioluminiscencia usando suero o
plasma como muestra (Correa y Galvis, 2014), y los parametros de referencia es de
<0.3ng/ml (Martinez y De Lavalle, 2024); La sensibilidad y especificidad de la cTnl es
reportada de 97% y 95% respectivamente, la cTnl es mas sensible que la cTnT en
detectar lesién cardiaca tanto en perros como humanos (Buemberguer y Ricon, 2009);
lo que permite el diagnostico principalmente de enfermedades inflamatorias del

miocardio o enfermedad isquémica. (Boswood, 2013)

En pacientes veterinarios, donde la mayoria de infartos son relativamente raros, cTnl
y cTnT pueden tener un uso clinico en detectar un bajo nivel en lesién al miocardio en
condiciones tales como cardiomiopatia hipertréfica y dilatada, estenosis subaortica,

miocarditis, enfermedad degenerativa valvular. (Buemberguer y Ricon, 2009)

Segun explican (Buemberguer y Ricon, 2009) el problema con la concentracion de este
biomarcador es su falta de especificidad por una patologia determinada, ya que su
aumento se observa como respuesta a numerosas enfermedades cardiacas, tal y

como se indic6 anteriormente.
e Péptidos natriuréticos (BNP y NT-proBNP)

Los péptidos natriuréticos fueron descubiertos inicialmente en humanos como
biomarcadores de insuficiencia cardiaca, y su uso se ha adaptado a la practica
veterinaria (Oyama et al, 2008). Estos son hormonas producidas en el miocardio, cuya
funcién es la promocion de la vasodilatacion, la diuresis y la natriurésis y se sabe que
actualmente, se han reconocido cinco tipos de péptidos natriuréticos (Badillo y
Esteban, 2022); dentro de los cuales se incluyen en estudios cardiolégicos
principalmente el péptido natriurético cerebral (BNP) y el péptido natriurético tipo B
(NT-proBNP). (Boswood, 2013)



Estos son secretados por los cadiomiocitos auriculares y ventriculares vy
posteriormente son almacenados en los granulos de tejido auricular y en los miocitos
ventriculares; como parte de sus funciones principales, se encuentra la regulacion de

la homeostasis cardiovascular. (Badillo y Esteban, 2022)

ElI BNP y su precursor NT-proBNP son sintetizados y excretados en respuesta al estrés
de la pared del corazén debido a sobrecarga de presion o volumen (Boswood, 2013)
0 como consecuencia de eventos de hipoxia o hipertrofia miocardica que ocasionan
estrés o “elongacion” de los cardiomiocitos (Badillo y Esteban, 2022); al igual que la

insuficiencia cardiaca y la evaluacion de la gravedad de la misma (Boswood, 2013).
Segun explican (Badillo y Esteban, 2022):

Cuando se producen estos eventos, incrementa la produccion de proBNP, la
cual suele tener mayor estabilidad, por lo cual su duracion en circulacion es
mayor, derivado de lo cual, dentro de este grupo son los mas usados como

biomarcadores en la practica clinica veterinaria.

Por lo que estos biomarcadores proporcionan informacion sobre la funcién cardiaca y
el estado hemodindmico (Oyama et al, 2008). Tomandose a nivel de laboratorio en
caninos parametros para NT-proBNP de <900pmol/L. (Martinez y De Lavalle, 2024);
sin embargo, (lglesias y Cerro, 2020) afirman que los valores normales para NT-

proBNP en canino deben ser menores a 210 pmol/L.
Segun (Iglesias y Cerro, 2020):

Este biomarcador es determinado mediante ELISA por inmunoensayo de
guimioluminiscencia. La sensibilidad puede variar en dependencia del tipo de
ensayo siendo para NT-proBNP en 1207pmol/L del 83% mientras que para NT-
proBNP superior a 1800pmol/L (recomendado por el fabricante) esta baja hasta
el 70%.



“En lo que respecta a la especificidad varia igualmente siendo para NT-proBNP en
1207pmol/L del 85% mientras que para NT-proBNP superior a 1800pmol/L

(recomendado por el fabricante) esta se eleva hasta el 91%”.
e Creatina quinasa (CK-MB)

La Creatina Quinasa es una enzima que se encuentra dentro de las células en el
musculo esquelético, musculo cardiaco y cerebro (lglesias y Cerro, 2020). La CK-MB
es una isoforma de la Creatinkinasa, es un heterodimero que consta de dos
subunidades monoméricas distintas M y B. La CK-MB, se encuentra entre un de 25 a
46% en el masculo cardiaco con respecto a la CK Total y de manera mas reducida en

el musculo esquelético (5%). (Iglesias y Cerro, 2020)
Tal y como explica (lglesias y Cerro, 2020):

Se puede medir, tanto por su actividad sérica a través de pruebas bioquimicas,
asi como por concentracion total (CK masa), utlizando ensayos
inmunomeétricos. Las isoenzimas se pueden separar por electroforesis, técnicas
inmunoldgicas y cromatografia de intercambio i6nico. Los métodos las pruebas

inmunolégicas requieren anticuerpos monoclonales especificos de la especie.

Segun (Pino, 2006) “la prueba se realiza mediante el uso de suero y éste debe ser

fresco y se manejan parametros <25 U/L".

El problema de la CK es, que no es cardioespecifica, puede haber interferencia de
lesiones musculoesqueléticas (Boswood et al, 2007) y sus intervalos son muy variables
y dependen de la masa muscular, pero también se sospecha de la actividad fisica, la

edad e incluso el método de determinacion de creatinkinasa (lglesias y Cerro, 2020).

En lo que respecta a la CK-MB, pese a que esta ha sido utilizada como un marcador
de dafio muscular cardiaco, su especificidad para enfermedades cardiacas es limitada.
(Boswood et al, 2007)



Asimismo, existe una gran variedad de patologias que elevan la CK, a pesar de que
no se produzca necrosis miocardica; Por esta razén, la CK-MB a menudo se emplea
junto con otros biomarcadores mas especificos para mejorar la precision diagnéstica.
(Boswood et al, 2007).

Existe una diferencia significativa en la concentracion de CK-MB entre el miocardio
normal y enfermo, dependiendo del estado de la enfermedad, la edad del paciente, la
cronicidad del estrés miocardico y la gravedad de la duracién de la isquemia. (Cubas
et al, 2018); Por estas razones, tanto (Dyce et al, 2015) como (Belley-Cote et al, 2016)
mencionan que fue necesario buscar y desarrollar marcadores mas especificos para

el diagndstico de lesién de células miocéardicas.
5.4. Implicaciones Clinicas y Limitaciones

Los biomarcadores cardiacos ofrecen un enfoque innovador y preciso para el
diagnostico de enfermedades cardiacas en caninos, permitiendo una intervencion
temprana y una gestion clinica mas efectiva. Sin embargo, es importante considerar
las limitaciones asociadas con su uso. La variabilidad en la sensibilidad y especificidad
entre diferentes métodos de ensayo puede influir en la interpretacién de los resultados.
Ademas, la presencia de condiciones comérbidas, como enfermedad renal o dafio
muscular esquelético, puede afectar la precision diagnéstica de algunos

biomarcadores, como la CK-MB.

La integracion de biomarcadores con otras herramientas diagndésticas, como la
ecocardiografia y el electrocardiograma, puede mejorar ain mas la precision
diagnoéstica y el manejo clinico de las enfermedades cardiacas en perros. Los
veterinarios deben estar familiarizados con las caracteristicas de cada biomarcador y

considerar el contexto clinico completo al interpretar los resultados.



VI.  MATERIAL Y METODOS

6.1. Tipo deinvestigacion
El presente trabajo es un estudio es de tipo monografico, de caracter descriptivo.

Para el desarrollo de este trabajo, se realizd una revision exhaustiva de la literatura
disponible sobre los biomarcadores de dafio cardiaco en caninos. Se incluyeron tesis
doctorales, monografias, articulos cientificos y revisiones sistematicas relevantes
publicadas en las ultimas dos décadas. La busqueda bibliogréfica se llevé a cabo en
bases de datos académicas reconocidas, como PubMed, ScienceDirect y Wiley Online
Library, utilizando palabras clave relacionadas con cardiologia veterinaria y

biomarcadores cardiacos en perros.
6.2. Criterios de Inclusién y Exclusion

Los estudios incluidos en esta revision debian cumplir con los siguientes criterios de

inclusion:

e Publicaciones en inglés o espafiol.
e Estudios originales que investiguen biomarcadores cardiacos en perros.
e Investigaciones que proporcionen datos sobre la sensibilidad, especificidad y

confiabilidad de los biomarcadores.
Se excluyeron los estudios que:

¢ No proporcionaran datos completos sobre los resultados de las pruebas.
e Estuvieran enfocados exclusivamente en especies distintas a los caninos.
e Que no estuvieran publicados en revistas cientificas reconocidas o en repositorios

de Universidades.



6.3. Anélisis de Datos

Los datos recopilados de los estudios seleccionados se analizaron para identificar
tendencias y patrones en el uso de biomarcadores cardiacos en perros. Se extrajeron
datos sobre la sensibilidad, especificidad, confiabilidad, tecnologia utilizada y
enfermedades diagnosticadas. Los resultados se organizaron de manera sistematica
para proporcionar una Vvisibn comprensiva y detallada de la utilidad de cada

biomarcador.



VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Antes de la disponibilidad de las troponinas, los marcadores de lesion de miocitos eran
poco utilizados. La creatina quinasa (CK) se describia para identificar dafio en musculo
esquelético y miocéardico, aunque su uso era limitado debido a su baja especificidad.
Con la introduccion de las troponinas cardiacas, se ha logrado una medida cuantitativa
mas precisa del dafio miocardico, a pesar de que no determinan su etiologia exacta.
Estudios han demostrado que los niveles de troponinas se correlacionan con la

extension del dafio miocardico, aunque los resultados varian entre estudios.

Las troponinas cardiacas, especialmente la cTnl, son los biomarcadores mas usados
en la practica veterinaria debido a su alta especificidad y sensibilidad en la deteccion
de dafio miocardico. Su capacidad para detectar incluso pequefias lesiones cardiacas
las convierte en una herramienta indispensable en el diagnostico y manejo de

enfermedades cardiacas en caninos.

La cTnl también se destaca como el biomarcador mas eficaz debido a su alta
sensibilidad (97%) y especificidad (95%). A diferencia de la CK-MB, que puede
elevarse por otras razones no cardiacas, la cTnl es altamente especifica para el tejido
cardiaco, proporcionando una medida precisa del dafio miocardico. Comparado con
los péptidos natriuréticos, aunque estos ultimos son Utiles para evaluar el estrés de la
pared cardiaca y la sobrecarga de volumen, la cTnl ofrece una deteccién mas directa

del daflo miocardico.

En lo que respecta a la CK-MB pese a que es una isoforma de la creatina quinasa que
se encuentra en el musculo cardiaco, tiene una sensibilidad y especificidad mas bajas
en comparacion a las troponinas y a los péptidos natriuréticos, por lo que es mejor al

usarlo como complemento en combinacion con otros biomarcadores.



VIII.  CONCLUSIONES

Pese a los estudios existentes, actualmente solo dos tipos de biomarcadores han
demostrado su eficacia y peso diagnostico para las cardiopatias en perros: las
troponinas y los péptidos natriuréticos, aunque estos se pueden ver modificados por

algunas alteraciones extra cardiacas.

La cTnl y el NT-proBNP han demostrado ser particularmente valiosos en la
identificacion y estratificacion de enfermedades cardiacas, ofreciendo informacion
critica para la toma de decisiones clinicas. La CK-MB, aunque menos especifica,
puede ser util en combinacion con otros biomarcadores para proporcionar una

evaluacion mas completa del estado cardiaco.

Es esencial que los veterinarios continlen adoptando y utilizando biomarcadores
cardiacos en la practica clinica, integrando estos datos con otras modalidades
diagnoésticas para mejorar los resultados clinicos y el bienestar de los pacientes

caninos.

Por lo que cabe destacar que todos los estudios consultados coinciden en que a pesar
de la especificidad que pueden llegar a presentar los biomarcadores cardiacos, estos
deben ser utilizados como pruebas complementarias a las implementadas de forma

tradicional.
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INTRODUCCION

Los productos de degradacion de la fibrina y del fibrinégeno (fibrin/fibrinogen degradation
products, FDP) se generan bajo la accién de la plasmina sobre la fibrina y el fibrinégeno.
Su presencia en la sangre refleja un aumento en la actividad del sistema fibrinolitico.

El sistema hemostatico, constituido por componentes celulares y proteinas plasmaticas
solubles, mantiene la sangre en estado fluido. En respuesta a una lesién endotelial, las
plaquetas se adhieren al subendotelio expuesto, se activan, agregan otras plaquetas
circulantes y proporcionan la superficie fosfolipidica adecuada para el ensamblaje de
diferentes compuestos enzimaticos de la cascada de la coagulacion que generan gran
cantidad de trombina en esa zona. (3)

La hemostasia es el proceso que mantiene la integridad de un sistema circulatorio cerrado
y de alta presion después de un dafio vascular. La hemostasia para su estudio se divide en
primaria y secundaria. La hemostasia primaria se refi ere a los procesos mediante los cuales
se lleva a cabo el tapdon plaquetario a través de la adhesién, activacion, secrecion y
agregacion plaquetaria. La hemostasia secundaria involucra la activacion del sistema
enzimatico de coagulacion, cuyo principal objetivo es la formacion de trombina y fibrina para
la estabilizacién del coagulo. Finalmente se encuentra el proceso de fibrindlisis, el cual se
encarga de remover los restos del coagulo una vez reparado el dafio tisular. (1)

La hemostasia normal consiste en un equilibrio entre acciones procoagulantes, que causan
la produccién de fibrina por efecto de las vias de la coagulacion, y anticoagulantes. Las
acciones anticoagulantes se ejercen a través de la fibrindlisis, que destruye la fibrina ya
formada por su digestion por la plasmina, y a través de los inhibidores de la coagulacion,
de los cuales los principales son el sistema proteina C- proteina S, la antitrombina y el
inhibidor de la via del factor tisular. Las alteraciones sistémicas en el mecanismo
hemostatico dan lugar, de forma caracteristica, a trombosis locales y segmentarias en el
arbol vascular. (3)

Hemostasia primaria

Ante una lesion vascular, las plaquetas se unen al subendotelio o al tejido perivascular
expuesto a la sangre. Esto desencadena una serie de mecanismos que se ordenan de la
siguiente manera: a) adhesion plaquetaria, b) activacion y secrecion, c) agregacion.(1)
Aunque el endotelio tiene multiples proteinas adhesivas, la mas importante para la
adhesion plaquetaria es el colageno. La unidn de las plaquetas a las proteinas adhesivas
depende de receptores especifi cos para cada proteina adhesiva en la membrana
plaquetaria. El colageno se une a la plaqueta mediante la GPIb/IX y el factor de von
Willebrand (FVW), éste se une al colageno y cambia su conformacion, lo que permite que
la GPIb/ IX se le una, fi jando la plaqueta al colageno. Al activarse, las plaquetas cambian
de forma y se convierten en esferas con pseudépodos. Simultdneamente, ocurre la
secrecion plaquetaria de sustancias activas almacenadas en los granulos (adenosina
trifosfato, factor plaquetario 4, calcio serotonina, factor de crecimiento derivado de
plaguetas, tromboxano A2, factor V, fi brindgeno).

Algunas de estas sustancias consideradas agonistas aceleran la formacién del coagulo
plaquetario y la reparacion tisular (epinefrina, trombina, adenosin trifosfato, colageno,
tromboxano A2). Los agonistas estimulan la unién de unas plaquetas con otras, el
reclutamiento de mas plaquetas y el crecimiento del coagulo se conoce como agregacion
plaquetaria. En este punto, el coagulo es una masa de plaquetas degranuladas, empacadas



estrechamente y rodeadas de muy poca fi brina. Para la agregacion se requiere fi brinégeno
y su receptor, la GPlIb/llla. (1)

La membrana de las plaquetas activadas también ofrece el ambiente ideal para acelerar la
generacion de fibrina, al proveer de fosfolipidos necesarios para la formacion del coagulo
definitivo, principalmente una lipoproteina denominada factor plaquetario 3. (3)

Hemostasia secundria

La hemostasia secundaria comprende la activacion del sistema de coagulacion y de
acuerdo con el modelo celular se divide en tres fases: iniciacion, amplificacion y
propagacion. Para que la hemostasia secundaria inicie, debe existir lesiéon endotelial que
permita al plasma entrar en contacto con el factor tisular (FT), también conocido como
tromboplastina o factor lll, es sintetizado por diferentes tipos celulares expresado en la
membrana celular. El factor VII es una proteina dependiente de vitamina K, puede ser
activado por los factores 1Xa, Xa, Xlla, trombina, plasmina o la proteasa activadora de factor
VII. El complejo FT/Vlla puede activar al factor X y IX. El factor X activa al factor V y a otras
proteasas no coagulantes, sin embargo, puede ser inhibido rapidamente por la via del
inhibidor del factor tisular (TFPI, por sus siglas en inglés) o por la antitrombina Il (ATIII). El
factor Xa que permanece en la superfi cie celular puede combinarse con el factor Va para
producir pequenas cantidades de trombina, lo cual es un paso importante en la activacién
plaquetaria y del factor VIl durante la fase de amplificacion.

Las pequenas cantidades de trombina generada en la fase de iniciacion tienen diferentes
efectos sobre multiples areas de la coagulacién. La trombina es un potente activador
plaquetario a través de la via de los recetores activados por proteasas. Las plaquetas
reclutadas al sitio de lesion durante esta fase, proporcionan los fosfolipidos de membrana
necesarios para la fase de propagacion. (1)
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Imagen 1. Flores Rivera Ol y cols. Fisiologia de la coagulacion.

La fibrina tiene un papel esencial en la hemostasia, como producto primario de la cascada
de coagulacion y como substrato ultimo en la fi brindlisis. La efi ciencia de la fi brindlisis es
altamente infl uenciada por la estructura del coagulo, las isoformas del fi brinégeno, los



polimorfismos, el grado de generacion de trombina y el ambiente bioquimico en el que se
desarrollan. (1)

El fibrindgeno es una proteina soluble de 340 kDa, el cual se encuentra circulando en la
sangre total a concentraciones de 2 a 4 mg/dL. Consiste en dos sets de tres distintas
cadenas de disulfi do unidos a polipéptido (Aa, BB, yy), que son sintetizadas por tres genes
separados en el cromosoma 4. El objetivo molecular principal de la trombina es el fi
brindgeno, el cual es convertido en mondémeros de fi brina, debido a la eliminacion de la
trombina en fi brinopéptidos N- terminales A y B. El monémero resultante es un disulfi do
unido a una proteina trinodular que sus dominios N y C terminales se convierten en los
nddulos E y D respectivamente.(1)

Fibrinolisis

El sistema de la fibrindlisis es una cascada enzimatica que consta de una serie de
activadores e inhibidores que regulan la conversion del plasminégeno en plasmina. La
generacion de plasmina libre en la superficie del trombo conduce a la lisis de la fibrina,
dando lugar a los productos de degradacién de la fibrina. (3)

Una vez formado el coagulo, la fibrindlisis mediada por plasmina es la responsable de
removerlo, tanto en etapas tardias del trauma vascular como en trombosis patolégica. La
trombina y la oclusién vascular inducen al endotelio a producir el activador tisular de la
plasmina.

El efecto fi nal del sistema fibrinolitico es la plasmina, el cual escinde la fibrina en productos
solubles de degradacién. La plasmina se produce por el precursor inactivo del
plasmindgeno por la accion de dos activadores: el activador tipo urocinasa de plasminégeno
(uPA) y el activador de plasminégeno tipo tisular (tPA). El PAs (activador de plasmindégeno)
es regulado por el inhibidor del activador de plasminégeno (PAls). El plasminégeno es
encontrado en mucha mayor cantidad en plasma que el PAs. La liberacién de tPA de las
células endoteliales es provocada por la trombina y la oclusion venosa. El tPA y el
plasminégeno se unen para envolver el polimero de fibrina. Una vez que el plasminégeno
es activado y se transforma en plasmina se une a la fibrina en un sitio especifico en donde
existen residuos de lisina y arginina, resultando en la disolucién del coagulo. (1)

La fi brindlisis es esencial para deshacer los coagulos durante el proceso de cicatrizacion
de heridas y remover los coagulos intravasculares que se pueden manifestar como
trombosis. La acumulacién intravascular de fi brina también esta asociada con el desarrollo
de ateroesclerosis. Un sistema antifi brinolitico efectivo que tiende a proteger contra el
proceso cronico de la enfermedad ateroesclerética vascular. (3)

Choque séptico.

La sepsis y su complicacion mas severa, el choque séptico constituyen causas
fundamentales de una morbilidad y mortalidad elevadas, caracterizandose estos procesos
patolégicos por trastornos fisioldgicos e inmunoldgicos severos en el organismo de los
mamiferos, denominandosele sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS) al
conjunto de los numerosos sintomas y signos clinicos observados en el desarrollo de esta
enfermedad grave en que la infeccion y la inflamacion que afectan a 6rganos y diversos
tejidos, desempefian un papel protagonico. (5)

La enfermedad y sus secuelas se manifiestan como estadios progresivos de un mismo
proceso, en el cual la respuesta sistémica a la infeccion puede generar una reaccion
inflamatoria generalizada en érganos distantes a la lesion inicial y eventualmente inducir
disfuncion multiorganica. (4)

La sepsis es la enfermedad mas comunmente vinculada con la coagulacion intravascular
diseminada porque existe gran relacion entre la coagulacion y la actividad inflamatoria.



Cerca de 20 a 40% de los pacientes con sepsis padecen coagulacion intravascular
diseminada, generando altas tasas de mortalidad, que varia segun el grado de la severidad
de la sepsis; sin embargo, puede alcanzar cifras, incluso, de 28.6%. (7)
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Imagen 2. Resumen sepsis.

ANTECEDENTES

Hace ya 30 afios que se demostré que la activacion de la coagulacion se correlacionaba
positivamente con el shock en los pacientes con sepsis, y que esta activacion era
independiente del agente infeccioso, ya que los gérmenes gramnegativos, grampositivos y
los parasitos eran capaces de desencadenar esta respuesta. Sin embargo durante todos
estos afos no se le dio a la relacidon entre coagulacion e inflamacién, en el contexto de la
sepsis, la importancia que parece tener. Los conocimientos aportados por la biologia
molecular han mejorado la comprension de esta relacion y numerosos estudios clinicos se
han publicado sobre el tema. En los pacientes sépticos la coagulacién intravascular
diseminada (CID) aparece frecuentemente, pudiendo complicar la ya compleja situacion
clinica y contribuir a alta mortalidad. (4)

Por otro lado podemos definir la inflamacidon como la respuesta no especifica inicial ante la
lesién tisular producida por un estimulo mecanico, quimico o microbiano. Es una respuesta
rapida, humoral y celular, muy amplificada pero controlada, en la cual la cascada de
citokinas, el complemento, la coagulacion y la cascada fibrinolitica son disparadas en
conjunto por la activaciéon de los macrofagos y las células endoteliales por elementos
bacterianos. Esta respuesta local es considerada benigna y adecuada en tanto el proceso
inflamatorio sea correctamente regulado. La reaccion tiene componentes proinflamatorios



y antinflamatorios, y a veces estos ultimos son iguales o mayores que los proinflamatorios.
Se producen cuatro eventos fundamentales en el desarrollo del proceso inflamatorio:

a. Vasodilatacion

b. Incremento de la permeabilidad microvascular
c. Activacién y adhesién celulares

d. Coagulacion.

La coagulacion es un proceso fisioldgico en el que participan las plaquetas, los leucocitos,
el endotelio vascular, el sistema de coagulacion, el sistema de anticoagulacion y el sistema
fibrinolitico, cuyo objetivo es evitar la pérdida de sangre ante la lesion del endotelio vascular.
La coagulacién puede ser activada durante los estadios inflamatorios, las enfermedades
malignas o las infecciones; esa activacién estda mediada por diversas moléculas, como el
factor de necrosis tumoral (TNF), la interleucina 1 (IL-1), la IL-6, la IL-8, entre otros. En la
mayoria de los casos no hay complicaciones, debido a que es un proceso fisiolégico y
ocurre cotidianamente. (7)

Recientemente se ha demostrado que el sistema de coagulacion es activado por productos
bacterianos (por ejemplo, endotoxina o LPS) y los mediadores de la inflamacién. Los
cambios inducidos por la endotoxina cambian las propiedades del endotelio vascular desde
el estado profibrinolitico y anticoagulante normal a un estado antifibrinolitico y
procoagulante. La activacion del sistema de coagulacién y la coagulopatia microvascular
son parte de la respuesta del huésped a la infeccién, la estrecha relaciébn entre la
coagulacién microvascular, la sepsis y la mortalidad no ha sido totalmente apreciada. (4)
Los pacientes con sepsis severa presentan frecuentemente trombocitopenia, niveles
elevados de producto de degradacion de fibrina o D-dimero, que son marcadores de
coagulopatia microvascular. Las citoquinas proinflamatorias (TNFa , IL1, IL6, IL-8)
incrementan la expresion del factor tisular, principal activador de coagulacién en la sepsis,
sobre la superficie de las células endoteliales y monocitos e inhiben la expresion en la
superficie de las células endoteliales del receptor de la proteina C, la trombomodulina,
bloqueando de esta manera la activacion de la via anticoagulante de la proteina C. (4)

Estudios in vitro también han demostrado que estas citoquinas reducen la expresion del
activador tisular del plasmindgeno (t-PA) y producen una intensa liberacion del inhibidor del
activador del plasmindgeno (PAI-1). Los neutrdfilos activados en el curso de la respuesta
inflamatoria producen y liberan la enzima proteolitica elastasa que destruye a la
antitrombinalll (ATIIIl) y trombomodulina, disminuyendo de esa manera la actividad de los
anticoagulantes naturales. Todas estas acciones contribuyen a la aparicion del estado
procoagulante caracteristico de la respuesta inflamatoria sistémica, que lleva al consumo
de los factores de coagulaciéon y de los anticoagulantes naturales, y a una ruptura del
balance normal entre la coagulacion y la fibrindlisis. La inflamacion activa la coagulacion,
pero la activacion de la cascada de la coagulacion promueve la aceleracién de la respuesta
inflamatoria aguda. (6)



MARCO DE REFERENCIA

Es importante establecer los grados de complicaciones en afecciones sistémicas, conocer
los posibles caminos y desenlaces clinicos que se pueden presentar en el dia a dia. El
choque séptico, por ejemplo, es un tema de importancia por la alta mortalidad al no ser
tratado oportunamente. En el presente trabajo nos enfocaremos en la correlacién que hay
en relacion con problemas relacionados con mecanismos derivados de la fibrina y
fibrindgeno, importancia de la interaccion de los mediadores de la inflamacion en el proceso
de fibrinolisis.

En los estudios que se han realizado a nivel sistémico se ha evidenciado que aunque las
alteraciones de la cascada de coagulacién son desencadenadas por los microorganismos
y sus productos, las citoquinas que son producidas y liberadas por el huésped en respuesta
a dichos agentes y juegan un papel muy importante en el desarrollo de estas alteraciones.
(2)

La capa de celulas mesoteliales serian la primera barrera que anatomicamente entraria en
contacto con el agente agresor, pero ademas fisiopatologicamente seria capaz de
desencadenar toda la respuesta inflamatoria posterior. Asi tras la agresion bacteriana estas
celulas mesoteliales aumentan la produccion y liberacion de citoquinas proinflamatorias con
una importante accion quimiotactica, ocasionando cambios en la permeabilidad celular, y
permititan el paso de celulas inflamatorias al espacio pleural que perpetuaria y amplificaria
la respuesta de inflamacion.

En ocasiones, la activacion de los mecanismoa antes mencionados puede llegar a ser
patologica con caracteristicas sistémicas y se denomina coagulacion intravascular
diseminada, que es un sindrome caracterizado por la activacion de la cascada de
coagulacion y la fibrindlisis, que ocasiona la formacién de trombos y la embolizacién de los
mismos en el lecho microvascular, este proceso puede originar amputaciones, gangrena e
incluso la muerte por el dafio de la perfusion de tejidos y 6rganos vitales, de ahi la
importancia de un diagnéstico y tratamiento oportunos.(3)

La coagulacién intravascular diseminada es desencadenada por complicaciones, como
sepsis, quemaduras, traumatismos graves, cancer, malignidades hematoldgicas,
medicamentos como rifampicina, rituximab y oxalapatin, quimioterapia, entre otras, por
tanto, el tratamiento oportuno de esas enfermedades o la suspension de los farmacos
implicados son la piedra angular del tratamiento de la coagulacion intravascular diseminada.
Ademas de las manifestaciones trombadticas, debido a la fuerte estimulacién de la actividad
fibrinolitica, pueden aparecer eventos clinicos hemorragicos, que clinicamente se
distinguen por sangrado que puede llevar a la pérdida de pequefios a grandes volumenes
de sangre, esta ultima situacion puede generar un importante dafio hemodinamico en los
pacientes. (7)

Es importante recordar que el sistema de fibrinolisis es responsable del balance de la fibrina,
y esta regulado por un preciso sistema de activadores e inhibidores. Los activadores del
plasmindgeno regularian el paso de plasmindgeno a plasmina que es una proteasa activa
que lisaria la fibrina, mientras que los inhibidores modularian la actividad de los activadores
bloqueando por tanto la actividad fibrinolitica. (2)



En este trabajo se hara referencia a la revision de dos estudios realizados; uno para
observar la intervencion negativa o positiva de los mediadores de la inflamacion en la
resppuesta del mecanismo de fibrinolisis y productos de degradacion de fibrinogeno- fibrina
(8). Y el segundo para estableceer correlacion entre CID y productos de degradacion de la
fibrina-fibrinigeno. (9)

Ya que los mecanismos que intervienen en un choque septico y formacion de fibrina se
relacionan en cierto punto, y conocer un poo sobre ellos nos ayudarian a comprender la
fisiopatologia mejor, hemos propuesto los siguientes objetivos:
a. Analizar la relacion existente entre mecanismos de inflmaicion aguda y mecanismos
asociados a fibrina y fibrinogeno
b. Establecer la funcion de la prueba de productos de degradacion de la fibrina.
c. Conocer la relacion que existe entre la actividad del sistema fibrinolitico y los
productos de degradacion de la fibrina.

Recuento de plaquetas 150 000-450 000/mL
Tiempo de sangrado (Duke) 3-7 minutos
Tiempo de coagulacion 5-10 minutos
(Lee-White)

Tiempo de protrombina 10-14 segundos >60%
INR 0.8-1.2

Tiempo de tromboplastina par- 25-45 segundos
cial activado

Tiempo de trombina 9-35 segundos
Fibrinégeno 200-400mg/dL
Productos de degradacion de  0-11 (<10 mg/mL)
fibrina

Dimero D <500 ng/mL

Imagen 3. Valores normales de las pruebas de coagulcion. (7)



MATERIALY METODOS

En estudios experimentales realizados en sujetos sanos, enfermos de cancer o primates,
evaluan individualmente los efectos de las citoquinas proinflamatorias sobre el sistema de
fibrinolisis al administrar cada citoquina por separado o bien anticuerpos monoclonales que
bloquean especificamente cada una de estas; por ejemplo el TNF-a es la primera citoquina
que se detecta en el suero de los pacientes con sepsis, al ser la primera citoquina detectada
y dado que varios estudios in vitro anteriormente han demostrado actividad procoagulante
a expensas tanto de inhibir mecanismos anticoagulantes, principalmente la proteina Cy S,
como de aumentar la sintesis de PAI 1 por células endoteliales, también se han realizado
estudios que evaluan la accion del TNF-a sobre la cascada de coagulacion. (2)

El aumento en la produccién de fibrina, la activacién del sistema fibrinolitico y la conversion
del fibrinégeno a fibrina son procesos implicados en la fisiopatologia de la coagulacién
intravascular diseminada y pueden ser detectados mediante pruebas de laboratorio, incluso
para establecer el diagnodstico. Desafortunadamente, existen diversas limitaciones debido
a que no es costo-efectivo, no genera un beneficio tangible y no existen pruebas especificas
de laboratorio con esa finalidad.(6)

Los criterios para el diagndstico de la coagulacion intravascular diseminada se basan en
pruebas de coagulacion, tiempo de trombina, cuantificacion de productos de degradacion
de la fibrina y recuento plaquetario. En estas pruebas de laboratorio se puede obtener
disminucion de los factores de la coagulacion y las plaquetas, como en la coagulacion
intravascular diseminada aguda o, por el contrario, elevados o normales, como es el caso
de la coagulacion intravascular diseminada cronica donde el higado y la médula ésea
compensan su consumo. (7)

El fibrindgeno, ultima proteina de la cascada de la coagulacion, puede medirse por métodos
quimicos o inmunitarios, se encuentra en concentraciones que van de 200 a 400 mg/dL. En
condiciones de estrés actua como un reactante de fase aguda y puede elevarse hasta 800
mg/dL. Sus fragmentos se pueden medir directamente por su aglutinacién en latex, aunque
esta técnica es cualitativa (positiva o negativa) es posible calcular en forma semicuantitativa
los fragmentos de fibrina de manera que en un paciente con coagulacion intravascular
diseminada la aglutinacion 3-4+ equivalente a >10-40 _g/mL, apoya el diagndstico; sin
embargo, si los fragmentos son tan pequefios como los D y E puede resultar un falso
negativo. Por otra parte, los pacientes con hepatopatia pueden tener un resultado falso
positivo. La medicién de dimeros D, que se realiza mediante un anticuerpo monoclonal
especifico contra las regiones D de la fibrina fragmentada es una prueba mas especifica y
sensible en pacientes con coagulacioén intravascular diseminada con valores >500 ng/mL;
a mayor nivel mayor grado de afeccion. (8)

Otro estudio en relacion con la coagulacion intravascular diseminada que como ya sabemos
en un trastorno adquirido que se presenta frecuentemente en multiples procesos
patoldgicos. El objetivo del estudio fue conocer la sensibilidad, especificidad y el valor
prondstico de la prueba del dimero D, en el diagndstico de CID. Se estudiaron 60 pacientes.
La prueba del dimero D, tuvo una media de 3.3 mg + 0.60 con una sensibilidad de 89.18%,
una especificidad 84%, un valor prondstico positivo de 89.18%, un valor pronéstico negativo
de 84% y una eficiencia de 87%. El factor V tuvo una media de 56.7% + 8.15, con una
sensibilidad 88.8%, una especificidad de 87.5%, el valor pronéstico positivo fue de 91.4%;
el valor pronéstico negativo fue de 84% vy la eficiencia fue 88.3%. Se concluye que la prueba
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del dimero D es util, aunado al cuadro clinico; debido a la rapidez con que se obtiene el
resultado de esta prueba. (9)

La determinacién se realiza en el suero con un método semicuantitativo (aglutinacion de
particulas de latex) y métodos cuantitativos inmunoquimicos. Algunos métodos no permiten
diferenciar entre los FDP procedentes de fibrina y los del fibrinégeno.

Un aumento simultdneo de las concentraciones de FDP y de dimero D se produce en la
hiperfibrindlisis secundaria, precedida por la formacion de trombos, p. €j. en la trombosis
venosa y la CID.En cambio, un aumento de la concentracion de productos de degradacion
del fibrinbgeno con una concentracion normal del dimero D indica hiperfibrinogenolisis
primaria. Esta se presenta durante las intervenciones quirdrgicas, en circulacion
extracorpOrea y en caso de liberacién de los activadores del plasminégeno por drganos
isquémicos o lesionados, con mas frecuencia el pancreas, los pulmones, la prostata y el
atero.

RESULTADOS

Caso 1. El dano endotelial ocasiona la liberacion de fibras de colageno, lo que lleva a un
estado protrombadtico que activa la cascada de coagulacion, altera la reactividad de las
plaquetas y genera vasoconstriccion. Asimismo, ocurre activacion del endotelio, es decir,
aumenta su permeabilidad y la interaccién con leucocitos dando lugar a la diapédesis,
quimiotaxis y produccién de citocinas

Caso 2. El diagndstico de CID siempre ha sido un problema para el clinico, ya que en
muchas ocasiones se sobrediagnostica y por ende se establece una terapéutica
inadecuada. En el presente informe se encontrd que la mayor frecuencia de CID ocurre en
la etapa de la lactancia. Resultados similares han sido informados por otros autores. En
esta serie se tuvo una frecuencia mayor en el sexo masculino (73.5%) respecto al femenino
(26.4%). Las causas que desencadenaron CID en los pacientes fueron: septicemia,
gastroenteritis infecciosa, bronconeumonia, traumatismo craneoencefalico, choque
hipovolémico y/o séptico, quemaduras extensas, leucemias, insuficiencia renal aguda, lo
cual también ha sido observado por diversos autores. Respecto a las pruebas de
coagulacion, la determinacion de plaquetas tuvo una sensibilidad de 88.8% y una
especificidad de 66.6%, en el diagnéstico de CID, lo que coincide con lo obtenido por
Carr;24 sin embargo, es bien sabido que en la sepsis y en las enfermedades hepaticas hay
trombocitopenia; por lo que este resultado, como prueba aislada, debe tomarse con
precaucion. Con relacion al fibrinbgeno, la sensibilidad fue de 55.8% y la especificidad de
55%; estas cifras son menores a las informadas por otros autores. En algunos es tudios se
menciona que el fibrindgeno se puede encontrar elevado en procesos infecciosos o en
estados iniciales de CID, por otra parte también existen condiciones en las que el
fibrinbgeno se encuentra bajo como en la misma sepsis y en alteraciones hepaticas; por lo
que la determinacién no es especifica de CID. El factor V tuvo una sensibilidad de 88.8% y
una especificidad de 87.5%. Esta descrito en diversas publicaciones que cuando la CID se
instala existe consumo de factores de la coagulacion, principalmente el Il, V, VI, por lo que
esta prueba de consumo se considera de mejor valor pronéstico. La prueba del dimero D,
la cual fue el motivo de este trabajo, fue positiva (por arriba de 0.5 mg/L) en el 91% de los
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pacientes con CID y sélo se encontrd positiva en 5.8% de los pacientes que no tuvieron
CID. La sensibilidad de esta prueba fue del 89.8% con una especificidad del 84%. Esta
prueba es especifica para fibrindlisis, aunque no distingue la lisis del coagulo patolégico;
por eso se puede encontrar positiva en las trombosis venosas, en enfermedades arteriales,
en neoplasias, en pacientes posoperados y en enfermedades inflamatorias. Por esta razén
se considera que esta prueba no es especifica por si sola.

Se menciona que el fibrindgeno se puede encontrar elevado en procesos infecciosos o en
estados iniciales de CID, por otra parte también existen condiciones en las que el
fibrinbgeno se encuentra bajo, como en la misma sepsis y en alteraciones hepaticas, por lo
que la determinacién no es especifica de CID, y es muy importante realizar historias clinicas
correcta. (9)

DISCUSION

Estudios realizados en los ultimos afios han evidenciado que existe una inhibicion de la
fibrinolisis asociado a elevadas concentraciones de los inhibidores de la fibrinolisis en los
derrames de etiologia infecciosa o inflamatoria. Esta elevacién de los inhibidores del
plasminégeno en derrames infecciosos justifica el bloqueo en la degradacién de la fibrina
que se produce en dichos derrames. (2) De acuerdo con los resultados reportados por el
autor (Aleman Llanso, Carmen. 2000) la correlacion entre problemas de sepsis y productos
de degradacién de fibrina esta relacionada de manera positiva ya que se ve afectada por la
presencia de mediadores de la inflamacién aguda- infecciosa. Por otro lado, en el segundo
estudio consultado en este trabajo (Gonzalez, I. H., Velazquez, J. L. P, & Pintos, R. V. 1999)
nos refiere que las causas que desencadenaron CID en los pacientes fueron: septicemia,
gastroenteritis infecciosa, bronconeumonia, traumatismo craneoencefalico, choque
hipovolémico y/o séptico, quemaduras extensas, leucemias, insuficiencia renal aguda, lo
cual también ha sido observado por diversos autores. La correlacion entre CID y prueba de
productos de degradacion de la fibrina- fibrinogeno es real, aunque aun no se establece el
porcentaje real de la correlacion, ya que son divrersos factores los que intervienen en dichos
mecanismos. Uno muy importante es todos los componentes del proceso inflamatorio
asociado a cada uno de los procesos fisiopatologicos que se llevan a cabo en pacientes
con problemas sistemicos, como lo es chocke septico.

Mientras que (Alvarez-Hernéndez, L. F., & Herrera-Almanza, L. 2018). No habla sobre el
sindrome de respuesta inflamatoria sistémica, que es una de las principales causas de la
activacion sistémica de la coagulacion, donde 50 a 75% de los pacientes politraumatizados
con sindrome de respuesta inflamatoria sistémica pueden padecer coagulacion
intravascular diseminada. El sindrome de respuesta inflamatoria sistémica puede ser
causado por episodios traumaticos en los que existe destruccion tisular masiva, que genera
la liberacién del factor tisular, también puede ser causado por las infecciones, como ocurre
en la sepsis bacteriana responsable de 7% de muertes y cerca de 45% de muertes en
unidades de cuidados intensivos de paises en via de desarrollo, mientras que en los
neonatos con sepsis cerca de 33% padece coagulacion intravascular diseminada y muere.

(7)
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CONCLUSIONES

El choque séptico tiene una correlacion positiva, en cuanto a la presencia de problemas en
el sistema fibrinolitico, para presentarse complicaciones de tipo clinicas en el paciente.
Aunque se desconoce el porcentaje de correlacion, por falta de estudios recientes.

El mecanismo de infamacion aguda séptica se relaciona con la presencia de citocinas que
alteran en cierto punto el mecanismo de coagulacion. Por lo que es cierto que ante una
sepsis, vamos a tener alterado el proceso de coagulacion.
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I. INTRODUCCION
Este trabajo de revisién bibliografica se centra en la busqueda de informacion relacionada
a la utilizacion de la electroforesis como método analitico de proteinas en orina de caninos,
asi como el describir la metodologia empleada para desarrollar la técnica y una
comparacion entre los diferentes tipos de electroforesis, con el fin de identificar la utilidad
de esta técnica en el diagnéstico de enfermedades renales de caninos.
El perro es un importante modelo bioldgico y por su fin zootécnico debe cuidarse su salud.
La enfermedad renal en perros es de gran relevancia, ya que dicho padecimiento representa
la segunda causa de muerte no accidental en el mundo y suele detectarse hasta que ya se
ha destruido entre el 70 y 80% de la funcion del rifion. En este momento los veterinarios
detectan la enfermedad mediante las pruebas existentes. Por lo tanto, la deteccion
temprana es la clave para la introduccion de regimenes de dieta o terapéuticos que podrian
ralentizar de forma considerable la progresion de la enfermedad y afadir mayor esperanza
de vida al animal. (Fuentes, 2011).
La electroforesis es una técnica de laboratorio que se basa en la separacion de
biomoléculas segun su carga, peso molecular y estructura, cuando se somete a un campo
eléctrico, provocandose asi una migracién del catodo o anodo. La primera vez que se
empled la electroforesis como medio de analisis fue en 1937 por Tiselius. Con el paso de
los afios han ido surgiendo otros tipos de electroforesis, perfeccionandose cada vez mas la
técnica. (Wsol, 2020).
La técnica de la electroforesis se clasifica en la electroforesis de zona y la electroforesis
capilar. Estas técnicas se diferencian en que la electroforesis capilar no necesita un soporte
liquido, sino que utiliza capilares de silice fundido para la separacién de las biomoléculas.
En cambio, la electroforesis de zona si que usa el soporte solido en forma de gel poroso
que suele ser un polimero. Dentro de la electroforesis en zona existen diferentes tipos de
electroforesis como la electroforesis en papel, electroforesis en acetato de celulosa,
electroforesis en gel de agarosa, en gel de poliacrilamida (PAGE), electroforesis en sodio
dodecilsulfato-gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) y la electroforesis de alta resolucion
(Wsol, 2020).
A lo largo del tiempo la electroforesis mas usada fue la electroforesis en gel de agarosa,
pero esta ha sido poco a poco reemplazada por la electroforesis capilar. La electroforesis
capilar se basa en la separacion de moléculas segun la velocidad de migracion bajo la

accién de un campo eléctrico de compuestos idnicos, sin necesidad de elementos de



soporte. La separacion se realiza a través de un capilar de silice fundido de pequefo
diametro. (Wsol, 2020)

Este tipo de técnica se ha usado en medicina humana y veterinaria para la deteccién de
enfermedades inflamatorias, infecciosas, inmunomediadas y neoplasicas debido a la
acumulacion de metabolitos en suero y orina detectados mediante electroforesis capilar.
(Chavez,2018)

El resultado de la electroforesis capilar urinaria es la obtencion de una curva electroforética
de la muestra de orina, llamada proteinograma. Este proteinograma se divide en cinco
fracciones que se corresponden a las de albumina, alfa1-globulina, alfa2-globulina, beta-
globulinas y gammaglobulina. Segun los parametros obtenidos y la comparativa con los
rangos de referencia ya establecidos, esta técnica puede servir para identificar patologias

de origen infeccioso, tumoral o inflamatorio (Adana, 2019).

Il ANTECEDENTES

En medicina veterinaria, es dificil diagnosticar la enfermedad renal en fase temprana ya que
los signos clinicos son minimos (solo leve incapacidad de concentrar la orina) y los
mecanismos de compensacion enmascaran la lesion. No obstante, es de vital importancia
identificar y corregir las causas de lesién renal para prevenir mayor dafio renal y progresion
de la misma mediante la caracterizacion de las proteinas en orina. (Wsol, 2020).

En medicina veterinaria, el papel que la electroforesis desempefa en la separacion e
identificacion de las proteinas urinarias en el perro suscito interés desde la década de los
sesenta al caracterizarse como una técnica fundamental que permite la separacion de las
proteinas en funcion de su peso molecular. Con los datos que proporciona, la proteinuria
puede ser clasificada en prerrenal, renal o postrenal, con la determinacion de la etiologia
de la enfermedad. Ademas, en funcién del peso molecular de las proteinas detectadas en
la orina, se puede ayudar a localizar la lesién renal, clasificandola en glomerular, tubular o
de tipo mixto. Por otro lado, en la orina de los perros aparentemente sanos pueden aparecer
proteinas que, por los medios convencionales de deteccién, pasan inadvertidas y que
mediante electroforesis pueden evidenciarse, o que permite el establecimiento de un
diagnéstico con prontitud. (Chavez,2018).

La electroforesis constituye una parte importante del procedimiento rutinario del analisis de
proteinas, ya que es un método analitico—cuantitativo, en el que se separan biomoléculas,
en dependencia entre otros factores de su carga y bajo la accién de un campo eléctrico, fue

empleado por primera vez por Tiselius en el afio 1937. En 1959 Raymond y Weintraub



fueron los primeros en usar como soporte un gel de poliacrilamida posteriormente el método
fue perfeccionado por varios investigadores como Davis y Ornstein, lograndose un aumento
de la resolucién. En 1970 se introduce en esta técnica el dodecil-sulfato de sodio (SDS), y
ya en 1972 se emplean agentes reductores y SDS en la determinacién del peso molecular
de proteinas en lo que se denominé electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS
(SDS-PAGE) (Diez,2013).

M. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
¢, Es posible analizar mediante la técnica de electroforesis, las proteinas que mas

comunmente se podrian encontrar en caninos con proteinuria?

V. HIPOTESIS
Mediante la técnica de electroforesis, es posible identificar y analizar las proteinas mas
comunes presentes en la orina de caninos con proteinuria, permitiendo la diferenciacion de

patrones proteicos especificos asociados a esta condicion.

V. OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GENERAL
Realizar una revision bibliografica sobre la utilizacion de la electroforesis de proteinas

urinarias en el diagnostico de enfermedades renales en perros.

7.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Describir la metodologia para realizar el analisis de proteinas urinarias por medio de
los diferentes tipos de electroforesis.
e Interpretar y Analizar los diferentes tipos de proteinogramas obtenidos luego de una
electroforesis de proteinas urinarias, para su utilizacion en el diagnostico de

enfermedades renales.



VL. MATERIAL Y METODO
6.1. Diseiio del estudio
Estudio descriptivo, retrospectivo, documental.
6.2 Metodologia
La metodologia de investigacion consiste en hacer una busqueda bibliografica exhaustiva
sobre la utilizacion de la técnica de electroforesis de proteinas urinarias en el diagndstico
de enfermedades renales en caninos, para asi recuperar, recopilar y redactar la

informacion, donde se evalué y seleccioné de acuerdo a los objetivos planteados.

Definiry delimitar tema
de investigacion

Electroforesis de proteinas
urinarias en caninos.

Busqueda de articulos
recientes.

Lecturay analisis de articulos.

Redactar tema

Recopilary redactar informacion
actual sobre:

Enfermedad renal Electroforesis de proteinas
en caninos urinarias en caninos

Hacer analisis del uso de la electroforesis
de proteinas urinarias en el diagnostico de
enfermedad renal en caninos.




VI. MARCO TEORICO

1 RINON

1.1. Anatomia y fisiologia del rifidn
Los rifiones reciben alrededor del 25% del gasto cardiaco filtran el plasma y los
constituyentes plasmaticos de la sangre , y de este modo reabsorben de manera selectiva
el agua y las sustancias utiles del filtrado y excreta finalmente el exceso y los productos de
desecho del plasma. Ademas producen y liberan hormonas que juegan un producto vital en
el control de la presidon sanguinea sistémica y en la producciéon de globulos rojos,
manteniendo asi la homeostasis del cuerpo (Fuentes, 2011).

1.2. Nefrona: unidad funcional
La unidad anatémica y funcional del rifién es la nefrona. Se estima que en cada rifidén en el
perro existen un total de 400 000 nefronas y 1 000 000 en el hombre. La nefrona esta
compuesta del corpusculo renal y del tubulo contorneado proximal, asa de Henle y tubulo
contorneado distal, continuado por el tubulo colector. (Chavez,2018).

1.3. Fisiologia de la filtracion
Una de las principales funciones del glomérulo es permitir la filtracibn de moléculas
pequenas, como el sodio, urea y agua, mientras restringe el paso de moléculas grandes.
Esto permite al rifidn mantener la homeostasis por la excrecion de desechos nitrogenados
derivados de la dieta, mientras se preservan las moléculas proteicas esenciales mayores
del plasma. El paso potencial de una sustancia a través de la barrera de filtracion glomerular
(del plasma al ultrafiltrado) en individuos sanos depende de: a) el tamafio molecular: cerca
del 100% de las moléculas con radio <2.5 nm la atravesaran. Casi ninguna molécula con
radio >3.4 nm la pasara; b) La carga eléctrica: sustancias cargadas positivamente y
eléctricamente neutras pasan la barrera mejor que las sustancias con cargas negativas
debido a que la membrana basal contiene moléculas cargadas negativamente, moléculas
mas cationicas son mas permeables, y c) la presion capilar(Fuentes, 2011).
El paso de moléculas a través del filtro glomerular depende, por tanto, de la concentracion
plasmatica, tamafio molecular, estructura y carga eléctrica. El tamafio de la proteina parece
ser el factor mas determinante a la hora de atravesar la membrana basal del glomérulo. En
general, proteinas con un peso molecular mayor o igual a 70 kDa y un diametro superior a
34 nm no atraviesan la barrera glomerular. (Chavez,2018).
2. Enfermedad renal
Numerosas enfermedades pueden producir un deterioro morfolégico y funcional de los

rinones, resultando en incapacidad para llevar a cabo sus funciones de excrecién y



regulacién. Si esta inoperancia funcional se instaurara de manera progresiva, se acompafia
de atrofia de los nefronas y se expresa mediante una disminucion lenta y progresiva del
filtrado glomerular hablamos de la insuficiencia renal crénica. (Chavez,2018).
La enfermedad renal crénica se define como el dafo renal mantenido durante al menos 3
meses, manifestado por alteraciones en la composicion de sangre u orina y/o disminucion
de la funcioén renal con filtrado glomerular, con o sin dafio renal. La insuficiencia renal
cronica aparece cuando mas del 75% de los nefrones funcionales se ven dafiados (Fuentes,
2011).

2.1. Etiologia de la enfermedad renal
Las etiologias de enfermedad renal mas comunes incluyen: insuficiencia renal aguda
irreversible, displasia y aplasia renal congénita, enfermedades glomerulares
(glomerulonefritis, amiloidosis), enfermedades tubulo-intersticiales  (pielonefritis,
enfermedades renal idiopatica) y neoplasias (linfosarcoma). (Fuentes, 2011).

2.2. Fisiopatologia de la enfermedad renal
Debido a que el tejido renal tiene limitadas vias de respuesta a las enfermedades que sufre,
los patrones de lesiones y su evolucion que inicialmente pudieron ser distintivos en
enfermedades severas y prolongadas suelen terminar en un punto terminal similar de
enfermedad e insuficiencia renal cronica. La causa primaria responsable del comienzo del
proceso de dafio renal (que puede ser congénita, familiar o adquirida) esta frecuentemente
ausente o es irreconocible cuando se realiza el diagndstico de la enfermedad renal crénica.
(Fuentes, 2011).

2.3. Glomerulopatia en enfermedad renal
La enfermedad glomerular es una de las principales causas que conducen a enfermedad
renal cronica en el caso de los perros. La glomerulopatia puede ser de origen congénito
con predisposicién en algunos tipos de razas como el Samoyedo, Bull Terrier, Galgo,
Déalmata, Cocker Spaniel inglés, Pincher, Terriers de capa blanca, aunque la mayoria tienen
un origen adquirido por formacién de inmunocomplejos en el glomérulo (glomerulonefritis)
u otros tipos de alteraciones como depoésitos amiloides en el interior de glomérulo
(amiloidosis). La prevalencia de la enfermedad glomerular, aunque es desconocida podria
oscilar entre el 43y 90% en perros seleccionados aleatoriamente ( Navarro, 2021)
La enfermedad glomerular puede clasificarse también en primaria, si el inicio de la lesién
se produce en el glomérulo o secundaria, si el dafio en el glomérulo se produce después
de una lesion en el sistema tubular o por una pérdida de nefronas. La magnitud de la

proteinuria refleja la severidad de la enfermedad (Navarro,2021).



2.3.1. Glomerulonefritis

La glomerulonefritis es la causa mas habitual de glomerulopatia, y se produce
habitualmente cuando se depositan inmunocomplejos (IC) dentro de las paredes del
glomérulo (Tabla 1)(Navarro, 2021):

Enfermedad Causas

Infecciones Bacterianas: Anaplasmosis; Borreliosis; Bartonelosis; Brucelosis;
Endocarditis; Piometra; Pioderma; Infecciones bacterianas crénicas;
Protozoarias: Babesia; Hepatozoonosis; Leishmaniasis;
Tripanosomiasis; Rickettsiales: Ehrlichiosis; Virales; Adenovirus
canino tipo I; Parasitarias: Dirofilariosis; Fungicas: Blastomicosis;

Coccidiomicosis

Neoplasia Leucemia; Linfoma; Mastocitosis; Eritrocitosis primaria; Histiocitosis

sistémica; Otras neoplasias

Inflamatoria Dermatitis crénica; Enfermedad inflamatoria intestinal; Pancreatitis;
Enfermedad periodontal; Poliartritis; Lupus eritematoso sistémico;

Otras enfermedades inmunomediadas

mescelanea Idiopatica; Exceso corticoterapia; Terapia con trimetroprim-sulfa;
Infusién crénica de insulina; Deficiencia de complemento C3

congénita; Terapia con Masitinib

Tabla 1. Enfermedades asociadas con la glomerunefritis en caninos. (Navarro,2021).
3. Proteinuria
Bajo condiciones normales la orina canina contiene solo una cantidad reducida de
proteinas. Las proteinas con peso molecular mayor de 60 mil a 65 mil daltones
habitualmente no se presentan en grandes cantidades en el filtrado glomerular. La pared
capilar glomerular de carga negativa impide el paso de las proteinas de cargas negativas
como la albumina. La proteina urinaria también proviene de las secreciones de enzimas,
mucroproteinas e inmunoglobulinas por las células epiteliales tubulares y urogenitales
inferiores. Estas proteinas secretadas pueden explicar hasta el 50% de la proteina que
suele estar presente en la orina. (Fuentes, 2011).

3.1. Fisiopatologia de la proteinuria
La proteinuria extrarrenal ocurre en asociacion con inflamacion o hemorragia urinaria

inferior. La proteinuria renal a menudo est4 causada por lesiones glomerulares y



proporciones de proteina: creatinina urinaria que superan un valor de 3 g/dl. Los
cambios en la permeabilidad vascular de las paredes de los capilares glomerulares
pueden permitir el paso de proteinas de peso molecular alto; cambios en la membrana
(selectividad en el tamafio de las moléculas) y cargas idnicas anormales (selectividad
de carga) pueden ser la causa de la proteinuria.( Fuentes, 2011).
Las células mesangiales dafiadas producen acumulacion de lipoproteinas y productos
de su oxidacién, que, a su vez, causan incrementos en la produccion de matriz,
conduciendo a la activacion de los monocitos y la produccién de factores de crecimiento
que promueven la esclerosis, causando quimiotaxis de células inflamatorias dentro del
intersticio renal y formacién de cicatrices en el rifibn, como consecuencia de acciones
fibrogénicas.( Fuentes, 2011).
La proteinuria ocasiona hipertension en los capilares glomerulares y dafio en la
permeabilidad de la barrera en las paredes glomerulares. Las proteinas perdidas a
través de los glomérulos, son captadas por endocitosis de las células del tubulo
proximal. Esto causa una sobrecarga en estas células, conduciendo a la activacion
intrarrenal de la enzima convertidora de la angiotensina (ACE), asi como la activacién
citocinas que favorecen la fibrosis, apoptosis e infiltracion de monocitos, que aceleran
el grado de dafio renal. Todo este mecanismo origina que la presion sanguinea sistémica
se eleve. Por ello, la proteinuria es un fuerte factor predictor de la falla renal.
4. Métodos para medicidn de proteinuria.
La proteinuria suele detectarse con los métodos semicuantitativos (tiras colorimétricas
y reaccion turbidimétrica del &cido sulfosalicilico). Pueden obtenerse resultados
positivos falsos si la orina es alcalina. La proteinuria detectada con estos métodos debe
interpretarse considerando las densidad y sedimento de la orina. La proteinuria
también debe valorarse en el contexto de los cambios del sedimento indicativos de
inflamacién o hemorragia. (Wsol, 2020).

4.1. Purificacion y analisis de proteinas.
Las proteinas se purifican mediante procedimientos de fraccionamiento, la idea de esto es
eliminar en forma selectiva los demas componentes de la mezcla, de manera que quede

sélo la sustancia deseada(Wsol, 2020). Entre estos procedimientos resaltan:

. Fraccionamiento por disminucion de la solubilidad.
. Cromatografia.
. Electroforesis.

. Ultracentrifugacion.



El método mas comun para analizar proteinas es la electroforesis, (la migracion de
proteinas por accién de un campo eléctrico), existen diversos tipos de ésta y cada una usa
un medio de soporte diferente. El uso de la electroforesis permite, después de un proceso
de tincién, la resolucién de 5 bandas de proteinas. Designadas albuminas, a1, a2, By y,
éstas ultimas corresponden a globulinas. (Wsol, 2020).
5. Electroforesis
La electroforesis es la migraciéon de una molécula ionizada y con carga neta (proteinas y
acidos nucleicos), bajo la influencia de un campo eléctrico, estas moléculas migran en
dependencia de su carga, peso molecular y estructura tridimensional; experimentando una
fuerza de atraccién hacia el polo que posee una carga opuesta, dejando transcurrir cierto
tiempo las moléculas cargadas positivamente se desplazaran hacia el catodo (polo
negativo) y aquellas cargadas positivamente se desplazaran hacia el anodo (polo positivo).
Para controlar el avance de la separacion de las moléculas en la matriz y establecer un
patrén de fragmentos, las moléculas deberan ser tefiidas con diferentes colorantes.
La técnica de electroforesis constituye una parte importante del procedimiento rutinario del
analisis de los acidos nucleicos y proteinas. Es de destacar que a escala analitica, los
métodos electroforéticos son de alta sensibilidad, poder de resoluciéon y versatilidad, y
sirven como método de separacion de mezclas complejas de acidos nucleicos, proteinas y
otras biomoléculas, donde aportan un potente criterio de pureza.

5.1. Tipos de electroforesis.
Se suele hablar de 2 tipos de electroforesis (Diez,2013).

e Electroforesis zonal: la muestra se aplica como una banda y sus componentes
migran a través de un disolvente, utilizando ademas un medio de soporte. En este
caso no se determina la movilidad, sino que el Gnico objetivo de la técnica es separar
los componentes de la muestra. Los soportes que pueden utilizarse son: acetato de
celulosa o gel (agarosa, poliacrilamida).

¢ Electroforesis capilar: tiene la ventaja que permite la automatizacion. Se realiza en
capilares de silice fundido. Existen varias modalidades, entre ellas, capilar de zona,
cromatografia micelar electrocinética, capilar en gel, isoelectroenfoque capilar y
enfoque isoeléctrico.

5.1.1. Electroforesis zonal
Son utiles para lograr la separacion de componentes de mezclas complejas. Se aplican
pequenas cantidades de la disolucion de proteinas a un soporte sélido, que se impregna

con una solucién de tampén. Los soportes son en general polimeros y forman un gel poroso



que restringe el movimiento de las moléculas a través del medio durante la electroforesis y
disminuyen los flujos de conveccion del disolvente. El equipamiento requerido es simple
(fuente de poder y cubeta vertical u horizontal donde se coloca el soporte y dos electrodos).
Como soportes se han utilizado papel (celulosa), almidén, poliacrilamida, agarosa, acetato
de celulosa. A continuacién, se describen cada uno de ellos. (Diez,2013).

5.1.1.1. ACETATO DE CELULOSA

Es uno de los materiales mas utilizados para la electroforesis de proteinas en los
laboratorios clinicos. Se trata de un soporte de tipo no restrictivo, lo que significa que
permite separar moléculas unicamente en funcién de su carga. Presenta una baja tincion
de fondo, lo que permite transparentarlo o disolverlo para detectar y recuperar,
respectivamente, los componentes separados. por lo que, una vez tefidas o reveladas las
sustancias que se separan, podran cuantificarse por densitometria de transparencia. Solo
permite evidenciar proteinas cuya concentracién sea mayor a 30 mg/dl, lo que implica que
su sensibilidad es menor en com5paracion con la de los geles. Su aplicacion principal es
separar las proteinas del suero u orina, el llamado proteinograma. (Diez,2013).

Las tiras de acetato de celulosa se colocan en la camara (fig.1) entre dos compartimentos
que contienen los electrodos, que estdan sumergidos en el mismo amortiguador. El
amortiguador mas utilizado es el de veronal de pH 8,6. Como en estas condiciones las
proteinas tienen una carga neta negativa, el espécimen ha de aplicarse en el extremo de la
tira cercano al polo negativo, ya que aquellas migraran hacia el polo positivo. Se conecta la
fuente de alimentacion y se aplican unos 2,5 mA por tira. En estas circunstancias, las
proteinas se separaran en 25 min. Una vez separadas, las proteinas se localizan en las
tiras de acetato de celulosa por medio de diversos colorantes; los mas habituales son el
rojo Ponceau y el negro amido. Luego, las tiras se transparentan tratandolas con varios
disolventes organicos y con calor, y quedan listas para la densitometria.

Fuente
de alimentacién

O O

) Tira de acetato
2] ©  de celulosa

~+— Cubeta

Amortiguader

Figura 1. Sistema para electroforesis en acetato de celulosa.



GEL
Permite separar moléculas en funcion del tamafio, la forma y el punto isoeléctrico. Un gel
es una malla o red tridimensional de fibras cruzadas, compuesta por un polimero
entrelazado que forma una matriz sélida pero porosa, generalmente de agarosa o de
poliacrilamida. (Diez,2013).
5.1.1.2. GEL DE AGAROSA
A mayor concentracion de agarosa, los poros seran mas pequefios, lo que incrementa la
resolucion y permite apreciar fragmentos mas pequenos.
Normalmente, la agarosa se emplea con concentraciones entre el 1y el 3%. Los geles de
este polisacarido se forman suspendiéndolo en un amortiguador. Después se hierve la
mezcla hasta que se forme una disolucion clara, se vierte en el molde y se deja enfriar a
temperatura ambiente para formar un gel rigido. (Diez,2013).
5.1.1.3. GEL DE POLIACRILAMIDA
El gel esta compuesto por diferentes concentraciones de acrilamida/bis-acrilamida, lo que
produce redes de distintos tamafos. La porosidad es siempre menor que la de los geles de
agarosa, por lo que la resolucién es aun mayor. Este es un soporte de tipo restrictivo, lo que
significa que la separacion se realiza también en funcién del tamafo de las particulas.
5.1.1.4SDS-PAGE (Electroforesis en Gel de Poliacrilamida con Dodecilsulfato
Sédico):
ElI SDS es un detergente que desnaturaliza proteinas y les otorga una carga neta negativa,
lo que les permite migrar en relacion directa con su masa. La desnaturalizacion provoca la
pérdida de la estructura terciaria y cuaternaria, de manera que la velocidad de migracion es
proporcional al tamario de las proteinas y no a su estructura terciaria ni a su interaccion con
otras macromoléculas. Es la electroforesis en gel mas utilizada ya que permite no solo la
identificacion de las proteinas, sino que ademas permite determinar su peso molecular.
(Diez,2013).
5.1.1.5. ETAPAS GENERALES DE ELECTROFORESIS ZONALES.

1. Separacion electroforética mediante aplicacion de un campo eléctrico.

2. Fijacion de las proteinas sobre el soporte.

3. Revelado de las proteinas para identificar su presencia y separacion. Se realiza

mediante colorantes acidos (Negro Amido 10 B, rojo Ponceau) que se fijan sobre los
grupos basicos de las proteinas. El exceso del colorante se elimina con mezclas,

metanol-acético-agua destilada, sin que éste arrastre el colorante fijado a las proteinas.



4. Cuantificacion de las fracciones electroforéticas, que puede realizarse a través de
evaluacion visual, elucion o densitometria.

Para llevar a cabo la electroforesis convencional se requiere de una cuba electroforética,
una fuente de poder, sembradores, un soporte solido, buffer, colorante y decolorante.
Ademas de la muestra del paciente en estudio, se requiere de un suero control.
(Diez,2013).
Sistemas automatizados.
Los grandes laboratorios clinicos realizan diariamente muchas separaciones
electroforéticas. En el mercado hay varios sistemas automaticos para la electroforesis que
emplean acetato de celulosa o agarosa. Realizan de forma automatica todas las etapas del
proceso: la aplicacion del espécimen, el desarrollo de la electroforesis, el tefiido, el
decolorado de las tiras y la lectura desintométrica.
5.1.2. ELECTROFORESIS CAPILAR
La electroforesis capilar es una técnica en la que la electroforesis de zona se realiza en
capilares de 75 pm de diametro interno y 25 cm de longitud. El tubo capilar se conecta a un
detector en un extremo, y a una fuente de corriente a través de recipientes con un
amortiguador (fig. 2). Las principales ventajas de que los capilares tengan un diametro tan
pequeno son que se logra una mayor disipacion del calor, un menor volumen del espécimen
y una anchura menor de las zonas de separacion. La gran disipacion del calor permite
aplicar grandes voltajes, de unos 5.000 V, que mejoran la eficacia de la separacion y

reducen el tiempo de esta. (Diez,2013).

Capilar } » Ordenador

- D\
N\

Detector

Salida del capilar

Amortiguador

Figura 2. Representacion esquematica de un aparato de electroforesis capilar.
Los equipos disponibles en el mercado y que utilizan el principio de electroforesis capilar
en solucién libre son: Minicap Sebia Electrophoresis y Capillarys Sebia Electrophoresis

(Fig.3), que se diferencian, entre otras cosas, en el numero de determinaciones simultaneas



que pueden realizarse y los tipos de muestras que pueden analizarse. El soporte es gel de

agarosa. (Navarro,2021).

Figura 3. Equipos automatizados A) Minicap Sebia electrophoresis. B) Capillarys sebia
electrophoresis.

6. Electroforesis de proteinas urinarias de caninos.

La electroforesis de zona en distintos soportes para evaluar las proteinas contenidas en la
orina sigue los mismos principios mecanicos que la electroforesis en suero. En los ultimos
afos el uso de esta técnica ha ido incrementado hasta ser considerada por la IRIS como
una herramienta mas en el diagnéstico de la enfermedad renal en pequefios animales.
(Navarro,2021).

Mas recientemente, con el objetivo de encontrar biomarcadores renales en orina canina
han combinado SDS-PAGE asociado a espectrofotometria de masas, asociando la
presencia de componente tubulares como uromodulina, trigonelina y carnosina a la
presencia de ERC. (Navarro,2021)

6.1 Metodologia para realizar una electroforesis capilar (automatizada)

Uno de los objetivos de esta revision bibliografica es: describir la metodologia empleada
para realizar la electroforesis de proteinas urinarias en caninos, de esta forma a
continuacién se describira la técnica para realizar electroforesis capilar (Automatizada) ya
que actualmente es la técnica mas utilizada en el laboratorio clinico. (Wsol, 2020).

Las ventajas que presenta frente a otras técnicas de separacidon de proteinas son la
automatizacién del proceso, la excelente resolucién, el minimo consumo de reactivos y
excrecion de productos toxicos, la poca cantidad de muestra requerida, el corto tiempo de
procesado, y la capacidad de procesar varias muestras a la vez (Navarro,2021).

6.1.1 Procedimiento paratomay procesado de la muestra de orina

1 Recoleccion de muestra

En los caninos la recoleccién de la orina se puede realizar por miccidén o por cistocentesis
con una jeringa. Si la muestra no es analizada de inmediato se almacena a 4°C hasta su

posterior evaluacion. (Wsol, 2020).



2 procesado de la muestra

Para la realizacién de la electroforesis capilar, y con el fin de eliminar componentes que
pudieran interferir en la técnica, originar artefactos y para concentrar las proteinas
existentes en la orina, esta se trata previamente mediante un proceso de dializacion y
concentracion. (Wsol, 2020).

De esta forma las muestras son introducidas en la centrifuga a 2000 rpm durante 10 min, y
posteriormente son sometidas a un proceso de concentracién proteica, mediante la
utilizacion de columnas de dializacién. (Wsol, 2020).

La cantidad de muestra en la columna de dializacion debe ser de unos 4 mL. Tras este paso
se vuelve a centrifugar la columna para concentrar las proteinas urinarias, pero esta vez
se realizan ciclos de 10 minutos a 3500 rpm. La centrifugacion se realiza en ciclos de 10
minutos con el objetivo de que en la columna quedara una muestra oscilante entre los 200

y los 500 microlitros (llustracion 1). (Wsol, 2020).
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llustracion 1. Tubo de dializacion con muestra de orina tras centrifugacion.
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Cuando las muestras llegan a los niveles indicados, se homogeniza el contenido de la
columna con una micropipeta de 20 -200 pL. Esta muestra representaba la orina ya
dializada lista para la realizacion de la electroforesis capilar urinaria, se introduce en
un nuevo Eppendorf y se identifica en la tapa con el nombre del animal.

6.1.2. Equipo automatizado de electroforesis capilar urinaria

Para la realizacion de la electroforesis capilar urinaria se necesita un minimo de 100
pL de muestra dializada para su correcta lectura. La muestra de orina dializada se
introduce en el equipo de Minicap Sebia (llustracion 2), que debié ser encendido al
mismo tiempo que se procesaron las muestras en la centrifugadora, ya que se requiere
un tiempo prolongado de encendido, pasado este tiempo el equipo mostrara un
mensaje de “esperando tubos de muestra”. A lo que se procede a la introduccion de las

muestras en la posicion donde marca la interfaz, introduciendo un méaximo de 4



muestras por ciclo de lectura para evitar la saturacion de capilares (ilustracion 3) y al
cerrar la tapa del instrumento, el ciclo de electroforesis capilar se iniciara de forma
automatica. (Wsol, 2020).

llustracion 2. Equipo Minicap Sebia. llustracién 3. Muestras introducidas para la
Utilizado. realizacion de electroforesis capilar

urinaria.

El procedimiento del equipo tiene una duracién aproximada de 10 minutos. Durante este
tiempo los capilares se llenaban con el tampdn de separacion. Después las muestras se
inyectaban por aspiraciéon en el polo anddico del capilar, mediante la aplicacién de un alto
voltaje para que se produjera la migracion a lo largo del capilar. Cuando las muestras
alcanzaban el polo catddico, se producia la cuantificacién de las fracciones proteicas. Con
todo ello se obtenia la curva electroforética (proteinograma) de cada animal. (Wsol, 2020).
7. Proteinograma

Es una representacién en forma de un grafico obtenida por un densitémetro, que representa
las diferentes fracciones de proteinas presentes en una muestra biolégica, separadas
mediante la electroforesis. (Adana,2019).Cada pico en este grafico corresponde a una
fraccidn proteica especifica, y la altura de los picos indica la concentracién relativa de esas
proteinas en la muestra. Las principales fracciones proteicas que se pueden identificar en
un proteinograma incluyen la albumina y las globulinas ( a1, a2, B y gama) cada una de
estas fracciones incluira un grupo de diferentes proteinas. En la figura 4 se presenta el
esquema de una separacién de proteinas en orina por electroforesis , y la lectura

densitometria correspondiente.



Figura 4. Esquema de una separacion de proteinas en orina por electroforesis y grafico de

la lectura desintométrica. Se puede observar en cada fraccion : (Alb, albumina; alfa1 LP,
alfal Lipoproteina; alfal AT, alfa1 Antitripsina; alfa1 ACT, alfal — Antiquimiotripsina alfa2
MG, alfa2 Macroglobulina; Hpt, Haptoglogina; Tf, Transferrina; beta LP, beta Lipoproteina;
C3, Fraccion del complemento C3; CRP, y las gamma globulinas. (Duarte,2019).

VII. RESULTADOS
Los patrones electroforéticos surgieron clasicamente de la observacion de la relacion entre
diversas enfermedades y determinadas alteraciones en el proteinograma. La observacion
del proteinograma aporta una informacion semicuantitativa sobre las proteinas mayoritarias
de cada banda y su relacion con ciertos procesos patologicos.
A continuacién se presentan algunos ejemplos de patrones de proteinogramas obtenidos

por electroforesis de proteinas urinarias.

a) lgG

Proteinograma 1. A) La linea amarilla representa la curva control. La linea azul representa
la muestra de orina de un paciente sano.. El proteinograma de orina en los animales sanos
no presenta ninguna fraccion o simplemente una muy discreta banda de albumina, tras
concentracion de la muestra (Adana, 2019). B) proteinograma de un paciente sano Existen
proteinas de bajo peso molecular y didmetro que tienen la capacidad de atravesar al
glomérulo, y de no ser asi, ser reabsorbidas por el tibulo proximal, tal es el caso de las

proteinas de Bence Jones, que son cadenas ligeras de inmunoglobulinas de entre 22.5y



40 kDa que se encuentran en aproximadamente 40% de los casos y se sugiere, podrian

ser las que estan presentes en la muestra de paciente sano. (Fuentes, 2011).

a) Albdmina
1 ) 4 - b) Transferrina

<)

d)

o1 Glicoproteina
acida
Haptoglobina

B)-

Proteinograma 2.A) La linea amarilla representa la curva control. La linea azul representa

la muestra de orina de un paciente con enfermedad renal crénica (Adana, 2019). B) paciente
con enfermedad renal crénica. Se observa un incremento de albumina, transferrina, alfa 1-
glicoproteina acida y haptoglobina. Dependera del estadio en el que se encuentre la falla

renal para manifestar cierto tipo y nimero de proteinas.( Fuentes, 2011).

a) Albumina
a) b) b) Transfemina
d) . c) a1 glicoproteina
c) acida
d) ProteinaC
Reactiva

Proteinograma 3. Paciente con sindrome nefrético.

El glomérulo normalmente funciona como un mecanismo de filtrado al ser selectivo con su
carga que tiene 3 componentes: el endotelio fenestrado del glomérulo, la membrana basal
glomerular y las células epiteliales viscerales (podocitos), éstas, en su mayoria, contienen
glicoproteinas cargadas negativamente; cuando circulan proteinas anidnicas, son
repelidas, mientras que proteinas catidnicas son atraidas; éste procedimiento es generado
en la glomerulonefritis, caracteristica del sindrome nefrético (Choi y Lee, 2003), debido a
esto, la albumina (cuya carga es negativa) es repelida y se encuentra en menor
concentracién en orina (como lo muestra el electroferograma) y las proteinas con carga
positiva, como las pertenecientes al grupo alfa 1, se encuentran en mayor proporcion;
ademas, debido a los complejos inmunes que se presentan en esta enfermedad, éstas

pueden ir acompafiadas de Inmunoglobulinas G.( Fuentes, 2011).
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Proteinograma 4 paciente con piometra.

Los pacientes con piometra, se caracterizan por tener hiperglobulinemia como
consecuencia de la estimulacién cronica antigénica del sistema inmune. La albimina es la
primera proteina que comienza a excretarse por via renal, lo que explica el hallazgo de la
hipoalbuminemia. La piometra canina es una enfermedad de caracter hormonal que se
caracteriza por producir glomerulopatia por depésito de complejos inmunes responsables
de alteraciones renales de gravedad variable dependiendo del grado de progresion, y
conforme avanza el cuadro mayor sera el dafio de tipo tubular que provoca la eliminacion

de otras proteinas que de manera normal se reabsorben a este nivel. (Fuentes, 2011).

IX. DISCUSION DE RESULTADOS
En perros, un diagnéstico tardio de enfermedad renal esta asociado con un pobre
prondstico y, en la mayoria de los casos, se desarrolla dafio potencialmente irreversible. La
proteinuria, a su vez, afecta la progresion de la nefropatia y, en algunos casos, como en la
glomerulonefritis, es el primer y Unico signo de la enfermedad. (Chavez,2018). La
proteinuria en perros debe ser monitoreada constantemente si pertenecen a las razas que
tienen un alto riesgo de enfermedades renales (p. €j., Shar-pei) 0 si viven en areas
endémicas de enfermedades que pueden causar dafio glomerular (p. €j., Leishmania). Un
reconocimiento temprano y preciso de la proteinuria es necesario para ofrecer una
adecuada atencion médica. (Navarro,2021)
Por lo tanto, el andlisis cuantitativo de proteina urinaria es un proceso fundamental en el
diagnoéstico temprano y posterior monitoreo de la enfermedad renal en perros. Es gracias a
la técnica de electroforesis, un método no invasivo, que se puede obtener informacion de
multiples proteinas en una simple muestra de orina, para localizar el origen de la proteina
urinaria, lo que proporciona una sensibilidad diagnéstica comparable con resultados
obtenidos con biopsia renal. La electroforesis es considerada la prueba de oro para el

analisis cualitativo y cuantitativo de proteinas urinarias (Navarro,2021).



Como se ve en los proteinograma numero 1. La orina en los animales sanos no se presenta
ninguna fraccién o simplemente una muy discreta banda de albimina, tras la concentracion
de la muestra. La nefrona de individuos sanos tiene una permeabilidad selectiva en los
glomérulos y se produce cierta reabsorcién a nivel de los tubulos proximales. La orina de
un animal sano no contiene proteinas o contiene muy poca cantidad de ellas, permitiendo
solamente el paso de proteinas de bajo peso molecular <40kDa por el glomérulo, mientras
que el resto de las proteinas con mayor peso molecular tienen el paso restringido.

Como se ha mencionado el objetivo de los estudios realizados mediante electroforesis, es
el de diferenciar entre proteinuria de origen glomerular, tubular o mixto, basandose en la
migracién de las diferentes proteinas. Las proteinas de alto peso molecular se relacionan
con lesiones de origen glomerular y las proteinas de bajo peso molecular se relacionan con
lesiones de origen tubular. (Navarro,2021). De esta manera el proteinograma obtenido
luego de una electroforesis de proteinas urinaria, nos ayuda a localizar la causa de la
proteinuria. (Galledo,2001)

De esta forma gracias a la interpretacién del proteinograma y al analisis de cada una de
las fracciones de proteinas que este presenta, podemos relacionarlo con diferentes
patologias como se muestran en los proteinogramas 2, 3 y 4, es asi que se puede clasificar
proteinuria de la siguiente forma(Galledo,2001):

Proteinuria glomerular selectiva: formada principalmente por albamina (>80%) vy
transferrina, escasas globulinas alfa-1-beta, alfa-2 y gamma. Es la proteinuria de origen
glomerular, presente en los sindromes nefréticos con lesiones minimas en la membrana
glomerular (lesién renal leve debida a diabetes mellitus, enfermedad por inmunocomplejos).
Proteinuria glomerular no selectiva: también es de origen glomerular, se observan todas las
fracciones globulinicas, la albumina, esta representando una proporcion menor (50-60 %),
el patrén electroforético se parece al del suero sanguineo. La encontramos en lesiones mas
importantes como la glomerulonefritis grave, la amiloidosis renal o el sindrome hemolitico
urémico. (Galledo,2001)

Proteinuria tubular: es una proteinuria que aparece en tubulopatias congénitas y en otras
adquiridas, como en los estados hipopotasémicos o en la insuficiencia renal aguda con
extensa degeneracion epitelial. El proteinograma nos indicara principalmente, globulinas
alfa, beta y gamma; la albumina destaca poco. Se puede observar en nefritis tubular
intersticial, riflones poliquisticos, hipercalsuria y necrosis tubular aguda debida a isquemias.
Proteinuria glomerular tubular mixta: es una proteinuria disglobulindrica en la que

predomina una paraproteina anormal con una banda muy definida en la zona de la beta-



gamma, que corresponde a la proteina de Bence-Jones. Aparece en la enfermedad renal

avanzada que afecta a toda la nefrona: insuficiencia renal crénica y pielonefritis crénica. En

todos los casos de extensa afeccion de la médula 6sea y amiloidosis sistémica.
(Galledo,2001)

X.

CONCLUSIONES.

De la realizaciéon de este trabajo podemos concluir:

Se logro cumplir con los objetivos planteados en esta revision bibliografica, ya que
el analisis de las diferentes fuentes bibliograficas permitidé, conocer y entender la
aplicacion y utilizacion de la técnica de electroforesis como un método en el
diagnostico de enfermedades renales en los caninos.

Se describieron los diferentes tipos de electroforesis empleados para el analisis de
proteinas urinarias.

Se logro describir la metodologia empleada para realizar una electroforesis capilar
automatizada.

Se interpretaron y analizaron diferentes proteinogramas, lo que permitié destacar
la importancia de la electroforesis de proteinas urinarias, en el diagnostico de

diferentes enfermedades en caninos.



XI.
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Introduccion

Dentro del mundo de la medicina veterinaria se cuentan con una gran variedad de patologias y
enfermedades que afectan a los animales de compaiiia de los cuales destacan perros y gatos.
Estas enfermedades van desde problemas cardiovasculares, deficiencia en la nutricion,
problemas hormonares, entre muchos otros, sin embargo, en este trabajo nos compete la
enfermedad renal como tema de interés. Dentro de las patologias renales se encuentra la
enfermedad renal cronica (ERC), siendo esta la mas frecuente en dichos animales, con una
prevalencia de entre el 0.5 al 1.5% para los perros y entre el 1-3% en gatos (O. Cortadellas
(2012)), una afeccién que se presenta con mayor frecuencia en animales geriatricos, aunque
puede afectar a perros y gatos de cualquier edad. Por otro lado, hablando de Enfermedad Renal
Aguda esta afeccion se caracteriza por una pérdida de la funcién renal de forma rapida en un
corto periodo de tiempo, aqui como tal no se cuentan con estadisticas, sin embargo, si no se le
da un buen tratamiento a esta patologia, puede desencadenarse una enfermedad del tipo
cronico, y esta, a su vez si no es tratada o controlada pueden ocasionar episodios de insuficiencia
renal aguda a lo largo que transcurren con la patologia cronica. Debido a que son temas de
relevancia en el ambito de la medicina veterinaria, es de suma importancia encontrar la manera
adecuada y oportuna de diagnosticar a los pacientes, para evitar el desarrollo de la enfermedad,
asi como brindarles un control y tratamiento correcto y temprano. Dentro de los estudios que se
pueden realizar se encuentra el examen general de orina, métodos de imagenologia, estudios
de sangre como biometria hematica, perfil bioquimico, y lo que compete a esta investigacion

documental: el uso de Biomarcadores de la funcion renal.

Antecedentes

Durante afios se han realizado diversos estudios para el diagnéstico de la enfermedad renal (ya
sea aguda o cronica) y habian resultado ser indicados, hasta que en un momento ya no fue asi,
es aqui donde surge la necesidad de encontrar nuevos métodos o en este caso nuevos
biomarcadores que sean mas sensibles y especificos con respecto al dafio renal, para poder dar
una orientacion diagnostica adecuada, un control y un tratamiento de las mismas, ayudando asi
a los pacientes a tener un prondstico favorable y que no termine en una insuficiencia grave vital

que pueda llevar a la muerte del perro o gato en cuestion.

En 2012 se tenian reportados algunas de las pruebas diagnésticas utilizadas para el diagnéstico

de las patologias renales en los animales. Estas pruebas eran de gran utilidad sin embargo su



sensibilidad y especificidad no son tan buenas para poderlas considerar como un determinante

de la enfermedad.

El estandar de oro utilizado para evaluar la funcién de los rifiones es la taza de filtracion
glomerular (TFG) este parametro esta directamente relacionado con la masa de é6rgano. La TFG
se puede estimar mediante las pruebas de aclarado o por medio de marcadores indirectos (urea
y creatinina), los valores de referencia para los aclarados se encuentran entre 2-5 ml/min/kg. Sin
embargo, éstos pueden variar con respecto a raza, peso y edad del animal, lo que provoca que

los rangos se amplien y no sean tan especificos.

La concentracién de creatinina sérica como marcador indirecto es considerado el mas utilizado
en medicina veterinaria, esta molécula de pequefio tamano (113 daltons) se filtra libremente por
el glomérulo, sin que existan reabsorcidn ni secrecién tubular, y a pesar que de manera fisiologia
normal se encuentra en pequefas cantidades, tiene una serie de desventajas: la creatinina no
es sensible para detectar disminuciones leves en la taza de filtracion glomerular, sus valores se
ven alterados si existe un consumo proteico (generalmente de carne) previo antes de la muestra,
la deshidratacion asi como el uso de ciertos farmacos nefrotoxicos. En la figura 1 se puede
observar cémo es la relacion de la TFG y la concentracion de creatinina sérica, notese que
inicialmente, una disminucién importante en la TFG se acompana de cambios muy leves en la
concentracion de creatinina; mientras que en animales que ya presentan una reduccion muy
severa de la TFG (es decir animales ya con una patologia per se) pequefios descensos
adicionales de la TFG provocan grandes cambios en la concentracién de creatinina. (O.
Cortadellas (2012))
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Imagen 1. Gréfico de la relacion entre los niveles de creatinina y la TFG

El otro marcador utilizado es, la urea, esta molécula se sintetiza en el higado a partir del
catabolismo de los aminoacidos procedente de las proteinas de consumo exdgeno, y a pesar de
que los niveles de urea aumentan con la disminucion de la TFG su concentracion en sangre se
ve afectada por diversos factores extrarrenales como la deshidratacién, la ingesta, sangrado
gastrointestinal, y todas aquellas acciones que aumentan el catabolismo proteico (O. Cortadellas
(2012))

Otra prueba para evaluar la funcion renal es la determinacién de uromodulina o también conocida
como proteina de Tamm-Horsfall en una muestra de orina, esta determinacion es fundamental
para evaluar la funcién renal, con respecto de su origen, la proteinuria puede clasificar en 3

diferentes origenes:

e Pre-renal: La concentracion de proteinas en plasma esta alterada y por lo mismo estas
pasan a la orina.

e Renal: Proteina patoldgica consecuencia de una lesion estructural o funcional de un
proceso inflamatorio, esta elevacion de proteinas en orina puede deberse a la
permeabilidad de la barrera de filtracion glomerular, disminucién en la capacidad de
reabsorcién o puede ser debido a una inflamacion en el intersticio.

o Post renal: Proteinas del tracto urinario distales o lejanos del riidn. Puede deberse a un

proceso inflamatorio o infeccioso propio del tracto urinario.



Debido a esta clasificacion, no se puede determinar como un marcador especifico para dafo

renal, sin embargo, ayuda mucho a la orientacion sobre la patologia y el origen de la misma.

Asi mismo existen otros estudios clinicos que se pueden realizar, como lo es una biometria
hematica, en esta determinacion se va a observar que el paciente transcurre por una anemia
normocitica normocrémica no regenerativa por falta de estimulo por deficiencia de Eritropoyetina,
y un perfil bioquimico, en el cual se observan alterados, la albumina, (hipoalbuminemia) fosforo,
(hiperfosfatemia) Calcio, Potasio, (hipopotasemia) y bicarbonatos (acidosis metabdlica). Como
complemento diagndstico, el andlisis de orina y urocultivo nos puede dar un panorama general

para esta patologia, sobre todo para infecciones microbianas.

Por ultimo, de acuerdo con la Sociedad Internacional de Interés Renal (IRIS), otro determinante
para los enfermos renales es la toma de presién arterial, en estas patologias se trata de una
hipertension arterial sistémica (HAS), la cual esta asociada directamente a problemas renales.
Los animales hipertensos pueden NO presentar sintomas durante meses y afios. Sin embargo,

el HAS contribuye a la progresion de la enfermedad renal.

Cada una de estas determinaciones ayudan a poder clasificar al paciente enfermo renal tal y
como se observa en la imagen 2, las concentraciones de la SDMA (marcador del que se hablara
mas adelante) la creatinina sérica, la presion arterial y el radio de proteinuria colocan en un
estadio al paciente, sin embargo, este no es un diagndstico oportuno, sino mas bien una
clasificacion de la enfermedad, que ayuda al médico a determinar el grado de insuficiencia que

padece el animal.

Todo esto nos da una orientacion de la patologia y nos indica mas que nada la etapa o el estadio
por el transcurre el paciente, pero surge la necesidad de tener un diagnéstico oportuno, mas alla
de las determinaciones mencionadas previamente, la historia clinica y la experiencia del médico
veterinario, y es justo aqui donde entran los nuevos biomarcadores para la evaluacién de la

funcioén renal.
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Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3 Estadio 4

Sin azoemia Azotemia leve Azotemia moderada Azotemia intensa

(creatinina normal) (creatinina normal o
ligeramente elevada)

Creatinina en pmol/L Menos de Mayor de
125 125-250 251 —440
Estadio Canina (1.4 mg/dL) (1,4 - 2,8 mg/dL) (2.9 - 5,0 mg/dL) (5,0 mg/dL)
segln la : :
crealinina Menos de Mayor de
estable Felina 140 140 - 250 251 - 440 440
(1.6 mg/dL) (1.6-2.8 mg/dL) (2.9-5.0 mg/dL) (5,0 mg/dL)
SDMA* en pg/dL Menos de Mayor de
Ganina 18 18 — 35 36 — 54 54
e ) Menos de Mayor de
Felina 18 18 -25 26 — 38 38
Canina Sin proteinuria <0,2 Proteinuria en el limite 0,2 -0,5 Proteinuria >0.5
proleinuria Felina Sin proteinuria <0,2 Proteinuria en el limite 0,2 - 0,4 Proteinuria >0.4
Presion arterial
sistélica en mm Hg Normotenso <140 Prehipertenso 140 — 159
acion basada Hipertenso 160 — 179 Hipertenso acusado >180

sion arterial

Imagen 2. Estadificacién de la ERC, de acuerdo con IRIS

Marco de referencia

Anatomia del aparato renal

Anatomicamente los rifiones son o6rganos pares de color marrdn-rojizo, que tiene una
caracteristica forma de frijol y una superficie lisa, se encuentran bajo el techo de la cavidad

abdominal, a ambos lados de la columna vertebral.

El parénquima de este 6rgano se encuentra envuelto por fibras de colageno, y en el borde se
cuenta con el seno renal, el cual, comienza con la via excretora, la pelvis renal, el uréter, tejido

graso, los vasos sanguineos y los nervios (D. Villagra (2017))

El parénquima se subdivide en: Corteza del rifion (que contiene la zona externa y la zona interna
o yuxtaglomerular) y la Medula del rifidn (que a su vez contiene la base de la piramide y la papila
renal) asi mismo se cuenta con la unidad anatdémica funcional de los rifiones que es la nefrona
(el rindn estd compuesto por mas de un millén de estas estructuras), a grosso modo esta

compuesta por:

e Segmento contorneado proximal.



e Asade Henle.

e Tubulo contorneado distal.

e Tubulo colector.

e Conducto papilar.

e Area cribosa (que desemboca en la pelvis renal)

Bien se sabe que la funcién del rindn se puede englobar en 3 grandes mecanismos: Regulacion
de los equilibrios: Electroliticos y acido base, capacidad de detoxificacion y su funcion endocrina
(Moscoso, G. (2021)), Cada uno de ellos se ve afectado conforme avanza el dafio en el rifidn,
evidenciando primero un desequilibrio (ya sea de electrolisis o bicarbonatos) seguido de los
analisis de detoxificacion, y finalizando con la parte hormonal, viéndose afectada la concentracion
de eritropoyetina y los otros mecanismos que esta regula como la maduracion y produccion de

la férmula roja.

Conceptos importantes

Ahora si, una vez recordando un poco sobre la anatomia de sistema renal y las funciones que
llevan a cabo es importante retomar algunos conceptos que nos ayudaran a lo largo del desarrollo

de esta investigacion documental.

o Dano renal: Evidencia de una patologia renal tanto microscépica como macroscépica
utilizando algun estudio de imagen o analisis de laboratorio.
¢ Enfermedad renal: Alteraciones estructurales y funcionales de uno o ambos riflones

¢ Insuficiencia renal: Incompetencia en la funcién de los rifiones.

Clinica de la enfermedad

La sinologia clinica de los pacientes que padecen de algun tipo de dafo renal, puede comprender
un cuadro clinico con sintomatologias como poliuria, polidipsia, pérdida de peso, falta de apetito,
letargo, deshidratacion, vomitos y mal aliento, durante la exploracion fisica el paciente puede
presentar: anomalias renales palpables, evidencia de la pérdida de peso, deshidratacion,
mucosas palidas, ulceras urémicas, hemorragias y desprendimiento en la renina, entre otras, sin
embargo, estos aspectos son demasiado generales para poder determinar que se trata de un
paciente renal, sobre todo si se trata de un profesional médico con poca experiencia, es por ello
que se requiere implementar otro tipo de métodos para determinar y discriminar el tipo de

patologia por la que esta cursando el paciente. Cabe aclarar que un Médico veterinario con
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experiencia suficiente con paciente renales podria tener una nocién mas clara que se trata de
este caso con tan solo la exploracion fisica y la historia clinica, no obstante, la Medicina de
Laboratorio basada en la Evidencia, requiere mas alla de la experiencia clinica del Médico, sino
resultados precisos que ayuden y corroboren el estado del paciente, es aqui donde surgen la
necesidad y utilidad de implementar pruebas de laboratorio para la determinacion de dichas
enfermedades tales como: la TFG (Taza de filtracién glomerular) y Concentracién de creatinina
(IRIS 2023)

Las principales causas de ERC en perros y gatos son:

o Enfermedades infecciosas

¢ Enfermedades del tipo metabdlico

e Hipopotasemia.

e Hipercalcemia.

¢ Neoplasias: linfoma, neuroblastoma, carcinoma renal.
e Obstruccién tracto urinario.

¢ Urolitos/nefrolitos.

e Fallo renal agudo previo.

¢ Enfermedades renales familiares o congénitas
e Farmacos.

e Toxicos: metales pesados cisplatino, otros.

o Enfermedades inmunomediadas.
Existen 2 tipos de dafos a nivel renal, que se pueden clasificar como Agudo y Cronico:

1. Dafio renal agudo: Es la disminucion de manera repentina (horas o semanas) del filtrado
glomerular, asi como la incapacidad de detoxificacién por parte de los rifiones, por lo
tanto, hay un desequilibrio Acido-Base, a su vez un aumento en la concentracion de la
orina, y por lo tanto hay poliuria como signo clinico

2. Dano renal crénico: Disminucién de la funcion renal, hay una baja de la TFG, en este tipo
de dano se pierde la capacidad de reserva funcional del rindn, es decir es aun mas severa
que el dafio agudo, generalmente es asintomatica, lo que la vuelve mas dificil de

diagnosticar a nivel de clinica. (Moscomo, G. (2021))



Biomarcadores de la funcioén renal

De acuerdo con la Sociedad Internacional de Interés Renal (IRIS) en 2022, se ha establecido

que un biomarcador ideal debe de cumplir con las siguientes caracteristicas:

o Debe ser detectable en orina y o sangre utilizando métodos de facil acceso, es decir, debe
ser NO invasivo

e Altamente predictivo para lesién renal: alta sensibilidad y especificidad

¢ Proporciona informacién sobre etiologia (es decir el origen de la patologia, ya sea tubular,
glomerular, etc.)

o Reflejar la gravedad de la lesion renal

e Predecir la probabilidad de reparacion del dafio
También se puede realizar una clasificacion de los biomarcadores (Seihs, M. (2014)):

o Enzimas liberadas por las células tubulares dafadas (FA, GGT)

o Moléculas de bajo peso molecular que se expresan en el dafo renal agudo
(microglobulinas, RPB, Cystatina C)

e Proteinas especificamente producidas en el rifidn por condiciones de dafio renal agudo
(NGAL)

Ahora si, teniendo en cuenta estos aspectos, podemos entrar en materia sobre los nuevos

biomarcadores y la utilidad que tiene cada uno de ellos en el diagnostico de patologias renales:

SDMA:

O también conocida como Arginina dimelitada simétrica, es una forma metilada del Aminoacido
Arginina, que se encuentra en todas las proteinas intracelulares y es liberada a la circulacién

durante el catabolismo proteico.

El 90% de la SDMA se excreta a través de los rifiones y ha demostrado ser un marcador sustituto
de la TFG, es decir, que también funciona como un marcador de la filiraciéon. Se ha indicado que
la concentracion de SDMA permite detectar una disminucion de la TFG antes de que se observe
una elevacion de la concentracién sérica de creatinina, lo que lo hace un marcador mas sensible.
El SDMA aumenta con tan solo una pérdida del 25% de la funcién renal, caso contrario de la
creatinina, la cual aumenta hasta que hay un 75% de la disminucion de la funcién, asi mismo
este biomarcador guarda una relacion estrecha con la TFG, en diferentes estudios se ha
observado que aumenta hasta 17 meses antes que la creatinina seria en gatos, y en el caso de

los perros hasta 9.8 meses antes.



Actualmente, se ha reconocido su utilidad como prueba de deteccioén precoz para la Enfermedad
Renal Cronica (ERC), al ser un biomarcador de elevada especificidad para detectar la reduccion
de la TFG, ya que es menos influenciado por factores extra-renales que la creatinina, tal y como
se observo en el apartado de antecedentes. Aunque se puede esperar una pequefa variabilidad
diaria bioldgica e individual, hay evidencias de que la masa muscular o la ingesta reciente de
proteinas no influyen de manera significativa de SDMA, caso contrario de la creatinina. (Elliot, J.
(2020))

RPB:

Proteina de union a retinol, es una proteina de bajo peso molecular, sintetizada por el higado,
funciona como una proteina portadora para el retinol (Vitamina A1). Cuando no se une a esta
vitamina, se filtra y luego se metaboliza y reabsorbe por los tubulos renales proximales, por lo
que se ha sugerido como un marcador de disfuncion tubular proximal. La RBP es filtrada por el
glomérulo renal y posteriormente es reabsorbida en el tubulo proximal. Cuando hay algun dafo
en las células del epitelio tubular proximal aparecen concentraciones anormales en orina ya que
no se pueden reabsorber. Esta molécula indica y puede dar indicios sobre donde es que esta el
dafio en el riidn, no obstante, tiene baja especificidad es baja ya que se ve afectada por

numerosos factores extrarrenales, principalmente de origen hepatico.

NGAL:

Lipocalina asociada a la gelatinasa de neutrdéfilos, es una proteina de 25 kDaltones, que
originalmente fue descubierta en los granulos de neutréfilos, y se libera en respuesta a una
infeccién de tipo bacteriana (Murtensson et al., 2012), actualmente es uno de los biomarcadores
mas estudiados hasta ahora en medicina veterinaria. En un estudio prospectivo que evalué el
NGAL como marcador de lesion renal en perros, la relacion NGAL y creatinina (UNCR) fue mayor
en perros con insuficiencia renal aguda, en comparacion con otras enfermedades del tracto
urinario, a pesar de ser un marcador muy sensible y temprano para detectar lesidn renal, la
especificidad de NGAL es cuestionable, ya que se origina en multiples tejidos, asi como de
neutrofilos y por lo tanto puede aumentar durante la inflamacion y otros procesos de enfermedad
acompanados de reclutamiento de neutrdéfilos. De manera fisioldgica normal se expresa en bajas
concentraciones, pero en caso de dano en el epitelio tubular renal, aumenta su expresion, la cual
puede ser determinada mediante muestra de sangre y orina. Las concentraciones de esta
proteina en orina son elevadas tanto en pacientes con ERC o en pacientes con dafo renal agudo,
pero las de estos ultimos son significativamente mas altas, ayudando asi a diferenciar entre un

Dafio renal agudo de uno crénico.



Sin embargo, debido a que esta relacionada con los neutrdfilos, esta proteina se ve aumentada
cuando se trata de infecciones renales del tipo séptico mas que con el tipo no séptico, lo que le
quita especificidad para detectar todos los tipos de dafos renales, aun sin infeccidon bacteriana.
Actualmente existen kits comerciales para calcular el uNGAL (NGAL urinario) o bien el pNGAL
(NGAL plasmatico). En condiciones estables, las concentraciones de plasma y orina son de
alrededor de 20ng/ml. Este marcador se eleva a las 2-4h de producido el dafio renal, por lo que

es muy necesario tener en cuenta este tiempo.

Cystatina C:

La cistatina C (Cys-C) es una proteina que se elimina exclusivamente por medio de filtracion
glomerular, por lo que se convierte en un marcador endégeno de gran valor a la hora de
diagnosticar dafio renal. Aproximadamente el 99% de la Cys-C filtrada es reabsorbida por el
epitelio tubular, sin embargo, las células epiteliales tubulares catabolizan lo reabsorbido, por lo
que la Cys-C, no vuelve a circular, por consiguiente, en ausencia de dano tubular, no es secretada
por las células tubulares y por lo tanto no es detectable en la orina de sujetos sanos. El aumento
de los valores urinarios de Cys-C durante una enfermedad renal refleja la disminucion de la
reabsorcion a nivel de los tubulos proximales, la presencia este marcador en orina es mas precoz
y sensible para dafo renal (apareciendo en orina 12-24h después del dafio) comparado con la
Cys-C plasmatica. Sin embargo, la concentracion de esta ultima se correlaciona principalmente
conla TFG, incluso en un rango en el que la creatina no es capaz de detectar cambios tempranos
en la TFG (60-90ml/min).

En otros estudios se ha evidenciado que la cistatina C es superior a la creatinina, con respecto
a su sensibilidad diagnostica, dado que presenta una variacion mas baja en los resultados
expuestos, puesto que es independiente de la edad, el sexo, la masa muscular y la inflamacion,
por contraparte la Cys-C se puede elevar en diferentes tumores como el melanoma metastasico,

mieloma multiple y el cancer colorrectal.

KIM-1:

Es una glucoproteina de membrana celular tipo 1, que no se expresa en el tejido normal del rifidn,
ni en los fluidos como la orina, pero tiene expresion significativa en el tubulo proximal posterior a
una lesion isquémica o toxicidad. Su primer hallazgo se detectd después de 24-48h en el tubulo
proximal del rindn en el estado de post isquemia en ratas, mientras que los niveles de creatinina
sérica (evaluados en estas mismas ratas) no aumentaron hasta pasados 3 dias y medio

aproximadamente. Estos parametros han facilitado la identificacion de la KIM1 como biomarcador
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apropiado en lesion renal derivada de toxicidad, especialmente de tipo farmacolégico, por lo que
podrian ser un buen indicador para el tratamiento de medicamentos nefrotéxicos. KIM-1 participa
en el proceso de regeneracion tras el dafio epitelial, y en la eliminacion de células muertas en la
luz tubular. La pérdida del ribete en cepillo de las células tubulares en el dafio renal incluye al
dominio extracelular de KIM-1, con el consiguiente incremento de su concentracion en la orina,
en pocas palabras la concentracion urinaria de KIM-1 se ha propuesto como un biomarcador de

dafio tubular proximal.

Otro tipo de estudios que no son como tal Biomarcadores y hay algunos estudios reportados al
respecto, es la determinacion de uromodulina en sangre. Se determino la concentracién sérica
de esta proteina por medio de ensayos de ELISA, donde los resultados revelaron que las
concentraciones fueron significativamente mas bajas en grupos de pacientes que ya previamente
estaban diagnosticados con ERC, lo cual puede tener una ventaja a la hora de la deteccién de
la ERC en etapas tempranas. (DV. (2023))
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Figura 3. Origen de los biomarcadores de lesion renal.

Hipotesis u objetivos

Objetivos: Este trabajo, tiene como objetivo dar a conocer cuales son los nuevos marcadores
para enfermedad renal, ya sea crénica o aguda, tanto en gatos como en perros, a través de una
revision bibliografica de diversas fuentes confiables, para poder diagnosticar de manera oportuna
a los pacientes e iniciar el tratamiento o control correspondientes de dicha patologia, mejorando

las estadisticas y la calidad de vida de los animales de compaiiia.

11



Material y métodos

Debido a que este trabajo es una investigacion del dipo documental y no de experimentacion es

necesario recalcar que el material y métodos a ocupar va a ser muy robusto.

Con respecto a los objetivos planteados y el tema de la investigacion, es necesario determinar
las bases de datos de donde se va a recabar la informacién para poder llevar a cabo un correcto
desempefio de la Medicina de Laboratorio Basada en la Evidencia, es por eso que Articulos
oficiales, revistas de medicina ya sea humana o veterinaria, asi como paginas oficiales con datos
estadisticos, e inclusive algunos con fines comerciales (como paginas de productos médicos, o
reactivos para pruebas de laboratorio) son los mas recomendables para obtener la informacion,
y sobre todo, en este caso que se trata de patologias renales, siempre ir de la mano con la
International Renal Interest Society, de donde se obtuvo la informacidn mas reciente, actualizada
en 2022, aqui se encontraron todos los biomarcadores renales en investigacion y con buenas

perspectivas de desarrollo y aplicacion a nivel de diagndstico.

Los criterios de inclusién que se pueden considerar serian justamente el tipo de informacion
recaba, la confiabilidad y veracidad de estas, siempre teniendo una buena base de datos,
reconocida y con buenas referencias. De igual modo es muy importante conocer los valores de
referencia o rangos normales utilizados y dados por el laboratorio, con motivo que nos va a
permitir dar una correcta interpretacion de los resultados y a su vez un correcto diagndstico de
laboratorio y un diagnéstico final. En el diagrama 1 se puede apreciar cuales son los pasos que
seguir para poder llegar a la mejor decision en beneficio del paciente y de su propietario, siempre

bien fundamentado e informado.

Por otro lado, ya un poco mas enfocado a la implementacion de esto biomarcadores, se sugiere
definir bien el tipo de prueba a realizar y por consiguiente el tipo de muestra, para el caso de
estos estudios de laboratorio se pueden determinar en muestra de suero (tubos del sistema al
vacio con tapon rojo) o bien muestra de orina, siempre teniendo en cuenta que estudio se va a

realizar y cual es la finalidad de este.
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Resultados

Los resultados para este tipo de investigacion se pueden observar propiamente en el marco

tedrico, en este caso, se optd por la realizacién de una tabla, donde se van a poder observar los

tipos de biomarcadores de nueva generacion que tienen una buena perspectiva a futuro asi como

las ventajas y las desventajas de cada uno de ellos esto con la finalidad de que el médico

veterinario pueda tener una mejor toma de decisiones al momento de solicitar y mandar a hacer

algun tipo de prueba de laboratorio, pudiendo, en consecuencia determinar el tipo de muestra

que se le va a solicitar al paciente.

Tabla 1. Ventajas y desventajas de los biomarcadores utilizados para la evaluacién de la funcién renal

Biomarcador utilizado

Ventajas

Desventajas o limitaciones

Creatinina Su concentracion en suero es | Alta variabilidad entre razas
inversamente proporcional a la | Se altera por masa muscular,
TFG. Se utiliza cono estandar de | hidratacion.
oro Sus niveles se elevan hasta el
75% de dafo renal
NGAL Marcador muy sensible Pueden aumentar su

Puede detectarla lesién renal en

etapas tempranas

concentracion también en
infecciones del tracto urinario, no

solo a nivel renal
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SDMA Es un marcador de filtracion No es exclusiva para rifién,
No esta influenciado por masa también aumenta en

muscular hipertension, hepatitis,

glaucoma, hipertiroidismo,

etc.

RBP Altas concentraciones indica Baja especificidad.

dafio en los tdbulos proximales | Se ve afectado por factores

Marcador temprano para dafio | gxtrarrenales, principalmente

renal agudo de origen hepatico
KIM-1 Expresion significativa en el | Utilizado unicamente como
tabulo proximal posterior medido de nefrotoxicidad, es

No se expresa en animales | decir como monitoreo de

sanos medicamentos

Cystatina C Se elimina exclusivamente | Su  concentracion  puede
mediante filtracién | aumentar en  melanoma
glomerular, metastasico, cancer
Excelente marcador | colorrectal y mieloma multiple

enddégeno de gran valor a la
hora de diagnosticar dafo

renal

Discusion

Tal y como se ha ido comentado a lo largo de este trabajo, a grandes rasgos, existen 2 tipos de
patologias con respecto al dafo renal, la primera de ellas es aguda la cual representa un dafno
activo y de progresion rapida y la otra es la enfermedad renal crénica, los cuales son danos
lentos, pero de manera progresiva. Recientemente se ha sugerido que ambas patologias no son
entidades separas, ya que estan condicionadas por factores similares, y a su vez se impactan
mutuamente, es decir, la insuficiencia renal agua es un factor de riesgo o predisponente para la
enfermedad renal cronica y viceversa, (Cowgill et al., 2016), en este caso la variacién con
respecto a las determinaciones de laboratorio, serian que el aumento de concentraciones de los
biomarcadores mencionados pueden dar indicio u orientacion que se trata de una insuficiencia

del tipo agudo a una croénica debido a la velocidad de progresion de la enfermedad. Todo esto
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repercute al momento de determinar las concentraciones de los biomarcadores, ya que a pesar
de que faltan estudios prospectivos que evaluen criticamente la sensibilidad y especificidad de
estos, para predecir la progresion en pacientes con ERC. La documentacion del dafio renal activo
en curso en pacientes con ERC podria sugerir que la fisiopatologia tanto de la insuficiencia renal
cronica como agua comparten mas caracteristicas de las reconocidas actualmente, y la principal

diferencia entre ellos la tasa de progresién de la enfermedad.

En 2023 la IRIS recalco la importancia de la investigacién y el descubrimiento de nuevos
marcadores de lesién renal, aunado a ello, marcadores que ya han sido utilizados como la taza
de filtracion glomerular y la concentracion de proteinas en orina se deben de seguir
considerando. Todo esto conlleva un enorme reto y un gran avance en la tecnologia, tanto para
médicos del area humana, como de la medicina veterinaria, son de suma importancia para el
correcto tratamiento, o control de la enfermedad, para el diagndéstico oportuno, y asi poder
localizar al paciente en la etapa de pronéstico favorable, debido a que este tipo de patologias
suelen progresar en un lapso de semanas (episodio agudo) o mantenerse constante durante
meses (crénico) pero en la mayor parte de las veces desencadenandose en la muerte o eutanasia

del animal en cuestion.

La importancia de la utilizacion de los biomarcadores, tal como se vio este trabajo, radico en las
patologias del sistema renal siendo las mas frecuentes tanto en perros como en gatos, sin
embargo las determinaciones de laboratorio, implementadas en la actualidad como lo son la
concentracion de urea y creatinina sérica, y la determinacion de la tasa de filtracion glomerular
con estos analitos, no ha sido del todo satisfactorias debido a la progresién de la enfermedad
observada en la mayor parte de los casos; es por ello que surge la necesidad de implementar
nuevos tipos de marcadores que ayuden a determinar cual es el tipo de patologia que se tiene,
la severidad y el prondstico del paciente, también se debe de tener en cuenta la sensibilidad y
especificidad de estos biomarcadores, sin embargo, esto como se puede observar en la tabla 1,
no es del todo posible ya que a pesar de las grandes ventajas que representa cada uno de ellos,
también tienen limitaciones, por eso en la mayor parte de las veces es recomendable no utilizar
unicamente un tipo de determinacion, sino hacer un conjunto de biomarcadores, por ejemplo se
pueden utilizar el SDMA en conjunto con el NGAL para poder determinar si se trata realmente de
una infeccion en el aparato urinario o de un dafio a nivel tubular renal, esto se puede implementar
con los diferentes tipos de biomarcadores que existen y los consultados en este trabajo,
apoyandose con la tabla de ventajas y desventajas realizada y colocada en el apartado de

resultados.

15



Todo esto con el objetivo de preservar la funcion renal en los animales, mejorar la calidad de vida
de los mismos, dar un prondstico favorable tanto a nuestro paciente coémo al propietario, y seguir
en la busqueda de cual o cuales marcadores son los mejores para poder llegar al diagndstico

precoz de la patologia.

Conclusiones

Si bien la investigacion de los biomarcadores para enfermedades renales ha sido un tema muy
importante en los ultimos afos, siendo reportados algunos de esta bibliografia desde el 2012.
Esta investigacion sigue siendo un tema de vanguardia, por ello es necesario estar consultando
periodicamente las actualizaciones de estos temas en las paginas oficiales sobre todo en la

International Renal Interest Society (IRIS).

Para finalizar, no esta de mas recalcar que la utilidad de estos biomarcadores es muy importante
en el ambito de la medicina veterinaria con un enfoque de la medicina de laboratorio basada en
la evidencia, con el objetivo de establecer un diagnéstico oportuno, precoz, que posea una alta
sensibilidad especificidad, que nos indiquen el grado de la lesion, la localizacion de la misma en
el aparato renal, pudiendo asi dar un control y posteriormente un tratamiento para la patologia y

mejorar la salud y calidad de vida de los pacientes.
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INTRODUCCION

Cada dia, los glomérulos renales filtran un enorme volumen de agua plasmatica y los
tubulos deben reabsorber la mayor parte de esta agua junto con los solutos vitales, de modo
que solo un pequefio volumen de agua y solutos innecesarios se excretan en forma de
orina. (Di Bartola, 2012)

Por ejemplo, un perro normal de 10 kg puede tener una tasa de filtracién glomerular de
4ml/min/dia. En el transcurso de un dia, este perro filtraria 57.6 L de agua plasmatica en
sus rifiones. Si el 60% del peso corporal es agua, este volumen representa casi 10 veces
el agua corporal total del perro. El mismo perro puede tener una diuresis de 33ml/kg/dia.
Asi mas del 99% del agua plasmatica filtrada por los glomérulos es reabsorbida por los
tubulos. Los tubulos proximales y las asas de Henle reabsorben aproximadamente el 85%
del agua filtrada en los solutos, mientras que los conductos colectores ajustan la
composicién final de la orina para compensar las fluctuaciones en la ingesta y evitar
cambios en el volumen y la composicion de los fluidos corporales. (Di Bartola. 2012)

Cuando existe una alteracion en la filtracion glomerular o en la reabsorcion tubular de agua
y de solutos vitales y excrecidon de solutos innecesarios para el organismo por parte de la
nefrona se dice que existe insuficiencia renal, esta condiciéon puede ser aguda o crénica y
afecta significativamente la salud y el bienestar de los perros.

El fallo renal agudo (lesion renal aguda) en perros, es una condicidon grave que se
caracteriza por una perdida rapida y repentina de la funcién renal. Esta situacion puede ser
potencialmente mortal si no se trata de manera oportuna.

El fallo renal cronico (enfermedad renal crénica) es una de las enfermedades que afectan
a los perros mayores, aunque también puede afectar a perros de mediana edad y
minimamente en perros jovenes. Se caracteriza por una perdida progresiva e irreversible
de la funcién renal. Las causas pueden incluir enfermedades congénitas, infecciones,
toxinas, y enfermedades sistémicas como la hipertension. Los signos clinicos pueden variar
desde letargo, anorexia, vomitos, diarrea, perdida de peso, poliuria y polidipsia entre otros.

Para la deteccion y manejo de la enfermedad renal en perros, se utilizan varios
biomarcadores como la Creatinina sérica, SDMA, Cistatina C, Proteinuria, NGAL, NAG,
KIM-1. (P. Charlo et all 2020)

Estos biomarcadores pueden proporcionar informacion valiosa sobre la funcién renal y
ayudar a tomar decisiones mejor fundamentadas sobre el tratamiento, manejo y prondstico
de la enfermedad renal.



BREVE REPASO DE ANATOMIA'Y FISIOLOGIA RENAL

Los rifiones del perro macroscopicamente son de color marrén rojizo y contornos lisos que
se localizan en el techo de la cavidad abdominal a cada lado de la columna vertebral junto
a las vertebras lumbares en posicion retroperitoneal. Tienen forma de habichuela y en el
centro de su borde medial concavo aparece una depresion denominada hilio por donde
entran y salen los vasos renales, nervios y uréteres. El rifion derecho se situa mas
cranealmente que el rifidn izquierdo. (Oscar Cortadellas Rodriguez, 2010)

Los rifilones son los érganos mas irrigados del organismo, tiene un flujo sanguineo que
equivale al 20% del gasto cardiaco. La irrigacién es mas rica en la corteza que en la medula
alcanzando el 80% y el 20% respectivamente. (Oscar Cortadellas Rodriguez, 2010)

El parénquima renal esta formado por la corteza, de coloracién rojiza o marrén y de aspecto
granulosos por la presencia de los corpusculos renales y los tubulos contorneados; y la
medula, normalmente mas palida y de aspecto estriado por la presencia de las asas de
Henle y los tubulos colectores. (Oscar Cortadellas Rodriguez, 2010)

La médula renal se organiza en secciones triangulares denominadas piramides renales,
delimitada por los vasos interlobulares, cuyo vértice (papilas renales) se fusionan en la
cresta central comun, intimamente asociada con una porcion interna expandida de los
uréteres (pelvis renal) que se localiza en el seno renal en la region del hilio. (Oscar
Cortadellas Rodriguez, 2010)

La unidad funcional del rifidn es la nefrona. El numero de nefronas varia entre especies. En
promedio un gato tendra alrededor de 200 000 nefronas por rifidn y un perro tendra en
promedio 700 000 nefronas por rifidn. (Oscar Cortadellas Rodriguez, 2010)

Las nefronas de los mamiferos siguen el modelo basico y esta compuesto por un corpusculo
renal (formado por el glomérulo y la capsula glomerular), los tubulos (contorneado proximal,
asa de Henle y contorneado distal) y los tubulos colectores, que recogen el filtrado de varias
nefronas y desembocan en los conductos papilares. (Oscar Cortadellas Rodriguez, 2010)

Se identifican 2 tipos de nefronas segun la localizacién de sus glomérulos y la profundidad
de penetracion de sus asas de Henle en la medula:

¢ Nefronas corticales: aquellas que tienen los glomérulos en la zona externa o media
de la corteza y cuyas asas de Henle se extienden hasta la unién de la corteza con
la médula o ligeramente en la zona mas externa de la medula.

e Nefronas yuxtamedulares: son aquellas nefronas que tienen los glomérulos en la
zona proxima a la médula y cuyas asas de Henle se extienden bien profundas, casi
alcanzando la pelvis renal. Estas nefronas son las encargadas de mantener el
gradiente osmatico entre la parte mas externa e interna de la médula. El porcentaje
de este tipo de nefronas varia entre especies, pero en el gato son casi el 100%.
(Oscar Cortadellas Rodriguez, 2010)
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La irrigacion renal corre a cargo de la arteria renal que es una rama directa de la aorta. En
la mayoria de los casos, antes de entrara en el hilio la arteria renal se divide en 2 ramas,
dorsal y ventral. En el gato pequenas ramificaciones adicionales de la arteria renal viajan a
lo largo de la periferia del rindn para irrigar la superficie cortical y la capsula renal. (Oscar
Cortadellas Rodriguez, 2010)

Una vez penetran el hilio, la ramificacion posterior da lugar a las arterias interlobulares que
se introducen en el parénquima renal. Las arterias arciformes (arcuatas) son ramas de las
arterias interlobulares en la union cortico medular. Las arterias interlobulillares surgen de
las arterias arciformes y se extienden radialmente a través de la corteza hacia la superficie
del rindn, algunas extendiéndose dentro de la capsula. Las arterias interlobulillares emiten
arteriolas aferentes que cuando llegan al corpusculo renal se ramifican y forman la red de
capilares glomerulares; Estos capilares glomerulares se vuelven a anastomosar formando
la arteriola eferente, que alimenta una segunda red capilar que rodea los tubulos renales.
El rifdn tiene, tal como se describe, dos redes capilares conectadas por una arteriola, y por
lo tanto un sistema porta. (Oscar Cortadellas Rodriguez, 2010)

El glomérulo constituye el primer lecho capilar. Las arteriolas eferentes de los glomérulos
localizados periféricamente en la corteza suministran capilares peritubulares alrededor de
los tubulos corticales mientras que las arteriolas eferentes de los glomérulos
yuxtamedulares, suministran capilares peritubulares alrededor de los tubulos medulares.
En la médula, la red capilar peritubular se forma entre las arteriolas eferentes descendentes
y las vénulas que remontan hacia la corteza. Estos vasos mas o menos rectos y sus



conexiones se denominan vasa recta. Las venas renales son generalmente satélites de las
arterias. Las vénulas surgen de los lechos capilares que rodean los tubulos corticales y
medulares. Las venas viajan con ramas arteriales, vaciando en venas interlobulillares,
arciformes, interlobulares y finalmente renales. (Oscar Cortadellas Rodriguez, 2010)

Un sistema venoso subcapsular drena la capsula renal. En el gato, estas venas (venas
capsulares) se localizan dentro o inmediatamente debajo de la capsula y se continuan
alrededor de la periferia del riidn hasta la region ciliar donde drenan directamente a la vena
renal. En el perro, las venas son mas profundas dentro de la corteza y se corresponden con
las venas estrelladas que drenan en la corteza y finalmente en la vena renal, que llevan la
sangre a la vena cava caudal. (Oscar Cortadellas Rodriguez, 2010)

Los rifones tienen diferentes funciones para mantener la homeostasis del cuerpo entre ellas
se encuentra

e Filtracién de sangre
¢ Regulacién del equilibrio de liquidos y electrolitos E ili"
e Regulacion de la presion arterial

e Regulacion del equilibrio acido base

(Cortadellas 2021) =

e Producciéon de hormonas El
1. eritropoyetina Ly~
2. calcitriol
¢ Eliminacion de desechos metabdlicos
(Torres 2023)

Como hemos leido el riAdn tiene varias funciones que son importantes para que el
organismo funcione adecuadamente; En este trabajo escrito solo hablaremos bajo el
contexto de la fisiologia de excrecion renal y sus biomarcadores Creatinina y SDMA.



ANTECEDENTES

El uso de la creatinina como marcador de la funciéon renal comenzé a desarrollarse a
principios del siglo XX. En 1920, el nefrélogo estadounidense Homer Smith fue uno de los
primeros en proponer la creatinina como un indicador de la tasa de filtracion glomerular
(TFG), debido a su produccion constante y eliminacién casi exclusiva por los rifiones.
(Leguizamon 2014)

En la década de los 50s y 60s la medicion de creatinina sérica se convirtié en una practica
comun en la medicina clinica para evaluar la funcion renal. (Seijas et all 2014)

En los afos 70s se desarrollaron formulas para estimar la TFG a partir de los niveles de
creatinina sérica, como la formula de Cockcroft-Gault. (Seijjas et all 2014)

La entrada al nuevo siglo trajo consigo la ecuacion de MDRD (Modification of Diet in Renal
Disease) y, mas recientemente, la ecuacion CKD-EPI (Chronic Kidney Disease
Epidemiology Collaboration) mejoraron la precision de las estimaciones de la TFG basadas
en creatinina. (Seijas et all. 2014)

La creatinina sérica ha sido durante décadas un biomarcador estandar para evaluar el
funcionamiento renal pero no es un marcador sensible para la deteccion temprana de la
enfermedad renal. (IDEXX)

La Dimetil arginina simétrica (SDMA) se identifico por primera vez en 1970 como un
producto de la metilacion del aminoacido arginina. (IDEXX)

En 2006 un meta-analisis demostrd una alta correlacion entre el SDMA y las pruebas de
funcion renal en humanos. (IDEXX)

En 2008, se publico uno de los primeros estudios sobre la SDMA en medicina veterinaria,
especificamente en gatos con azoemia. (IDEXX)

La sensibilidad de la SDMA detecta cambios en la funcién renal mucho antes que la
creatinina, y a diferencia de esta no se ve influenciada por la masa muscular, lo que la hace
mas confiable en perros de diferentes tamafios y composiciones corporales. (IDEXX)

La SDMA se utiliza tanto para la deteccién temprana de la enfermedad renal como para
monitoreo de la progresion de la enfermedad y la respuesta al tratamiento. (IDEXX)

Estudios clinicos han demostrado que la SDMA es un indicador mas sensible de la ERC en
estadios tempranos en perros y gatos en comparacién con la creatinina. La SDMA
proporciona informacién adicional cuando se utiliza junto con la creatinina sérica. (IDEXX)

Hay una correlacion significativa entre los niveles de SDMA vy creatinina, pero la SDMA
tiende a elevarse antes que la creatinina en caso de disfuncion renal. (IDEXX)

En resumen, la SDMA es un biomarcador mas sensible y especifico que la creatinina para
la deteccion temprana de la enfermedad renal en perros, lo que permite intervenciones
oportunas y un mejor manejo de la enfermedad. (IDEXX)



En un estudio, descriptivo y prospectivo realizado en el Hospital Veterinario de Pequenas
Especies de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autdnoma
del Estado de México donde se evaluaron 388 perros los cuales se dividieron en 5 grupos
se encontraron los siguientes resultados correspondientes a la creatinina y la SDMA. (Del
Angel-Caraza et all. 2022)

La relacién entre las variables CrS v SDMA en los
grupos de estudio se mueastra en el diagrama de
dispersion (Figura 1). Se observd incremento de
ambos biomarcadores con relacidn a la gravedad
de la enfermedad (GC: r=0.23, p<0.001, pERC:
r=0.69, p=0.001}.
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Figura 1. Diagrama de dispersion de Cr5 (umaol/L) v
SDMA (pg/dL) en los grupos de estudio.

En otro estudio realizado por IDEXX se tuvieron en cuenta a todos los paneles bioquimicos
de perros y gatos de Estados Unidos enviados a laboratorios de referencia a IDEXX en un
periodo de inscripcion de 22 meses desde Julio del 2015. Los animales debian tener entre
1 y 25 anos y debian contar con al menos 3 paneles bioquimicos incluyendo la prueba
IDEXX SDMA realizado durante el periodo de inscripcion.

Con el fin de limitar la inclusién de pacientes con un deterioro renal presente, el primer
resultado (TO) tenia que estar dentro del intervalo de referencia (IR) de SDMA y creatinina
(SDMA < 14ug/dl y creatinina < 2,3 mg/dl en gatos y < 1,5 mg/dl en perros). El segundo
resultado (T1) no tenia restricciones de valor. Sélo habia que seguir un resultado bioquimico
acorde con los requisitos de (T0). El tercer resultado (T2) tenia que producirse entre 14 dias
y 12 meses después del T1. Este resultado y todos los siguientes resultados bioquimicos
se emplearon para evaluar la probabilidad de un futuro aumento de las concentraciones de
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SDMA, la concordancia de la creatinina y para examinar los plazos de seguimiento. Estudio
fueron de interés los 16,454 gatos y 16,523 perros en los que las concentraciones de SDMA
T1 superaban el limite maximo de IR (14ug/dl) Y la comparacién de probabilidad de un
aumento de la concentracion de SDMA en la siguiente prueba con la de los 43,764 gatos y
112,999 perros, cuya concentracion de SDMA T1 estaba dentro del IR.

La probabilidad de un aumento de la concentracion de SDMA en la siguiente prueba se
calculé en forma de porcentaje de concentraciones de SDMA en T2 sobre el IR y se
presentaron con intervalos de un 95% de confianza calculados mediante el método exacto
binomial. Empleo estimador de a Allen Johansson para las intensidades de transicion
acumulativas con el fin de calcular la probabilidad de que los resultados de creatinina
superaran el IR en cualquier momento tras un aumento de la SDMA. Se emplearon pruebas
de equivalencia para comparar las probabilidades de persistencia de gatos y perros con
concentraciones de SDMA T1 de 15-19 pg/dl con pruebas de seguimiento en 1 mes con
aquellos con seguimiento entre 1 y 6 meses y aquéllos entre 6 y 12 meses. Se empled un
umbral de equivalencia de 5% de probabilidad de aumento persistente de la concentracion
de SDMA en el seguimiento T2 con un nivel de significacion del 5% (P<0.05) tras ajustar
multiples comparaciones mediante el método de Holm-Bonferroni.

Este estudio estaba limitado por la dependencia de los datos recogidos de forma
retrospectiva, es decir, los gatos y perros del estudio tenian diagndsticos, tratamientos y
resultados desconocidos. Ademas, el requisito del estudio de que los animales se hubieran
sometido a 3 0 mas paneles bioquimicos puede haber distorsionado la muestra en favor de
los animales que recibieron mas atencion veterinaria o con un peor estado de salud que
aquéllos que no se sometieron a pruebas de diagndstico regulares. Este estudio también
puede haberse visto limitado por el sesgo de supervivencia, puesto que los animales que
murieron antes de someterse a 3 paneles bioquimicos no se tuvieron en cuenta. Los datos
del estudio no incluyeron animales para los que no se realizaron pruebas de seguimiento
con el fin de controlar el aumento de los marcadores renales. El uso de los resultados de
las pruebas disponibles significa que los tiempos entre los paneles bioquimicos variaron y
que se vieron influenciados por variables confusas y desconocidas y es posible que no
representen todas las actividades de seguimiento.

Probabilidad de aumento de la SDMA en el seguimiento por la
concentracion de SDMA T1

SDMA T2 > 14 pg/dl

9%

SOMA T1 (ua/dl)

La probabilidad de aumento de la SDMA en el seguimisnto aumenta
de forma proporcional con la concentracion de S0MA T1
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Porcentaje de riesgo de aumento de |a concentracion de SDMA en las
prugbas de seguimiento tras una concentracion de SOMA T1 ligeramente

aumentada
T2% de riespo de que s produsean mds casos Un 25'.']'{ PrESEMa
dhe alveracsdn de ln TFG e periods de on % restablecimiento de la TFG

El 72 % de los perros ¥ galas con un aumento ligero da concentracion
de SOMA presenta ofra concantracion de SOMA sobre el IR en el periodo de 1
ana

Porcentaje de pacientes con aumento de la creatinina representados en
los intervalos de tiempo tras la deteccion de una concentracion elevada
de SDMA T1.

54%
48%

36

19

Pacienies con aumento de
creatinina

0 G 12 18
Meses transcurridos desde SOMA T1

Laz concentraciones de SOMA ligeramente elevadas v persistentes
Suglen praceder a un awmento de la creatining

Nabity et all. Realizaron un estudio llamado: Validacion del ensayo de Dimetil arginina
simétrica, Estabilidad y Evaluacion como Marcador para la Deteccion Temprana de la
Enfermedad Renal Crénica en Perros

Mediante un estudio prospectivo validando la medicién de SDMA utilizando cromatografia
liquida-espectrometria de masas, evaluando la estabilidad de SDMA en suero y plasma, y
determinando secuencialmente Creatinina sérica (sCr), SDMAy TFG (usando la depuracién
de iohexol) en perros durante la progresion de la enfermedad desde la fase preclinica hasta
la insuficiencia renal terminal. Las correlaciones se determinaron utilizando regresién lineal.
Se compararon los puntos de tiempo en los que sCr, SDMA y TFG identificaron la
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disminucion de la funcién renal utilizando valores de corte definidos, tendencias en un perro
individual y comparacion con compareros de camada no afectados.

Resultados: La dimetilarginina simétrica fue altamente estable en suero y plasma, y el
ensayo demostrd un excelente rendimiento analitico. En perros no afectados, la SDMA
permanecio sin cambios, mientras que, en perros afectados, la SDMA aumenté durante la
progresion de la enfermedad, correlacionandose fuertemente con un aumento en la
creatinina sérica (sCr) (r = 0.95) y una disminucion en la TFG (r = 0.95). Aunque la tendencia
mejoro la sensibilidad de la sCr, la SDMA identific, en promedio, una disminucion de <20%
enlaTFG, lo cual fue mas temprano que la sCr utilizando cualquier método de comparacion.
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(1) sCr cutoff — (2) GFR cutoff D—{
(1) sCr trending - (2) GFR cutoff :—H:H
(1) SDMA cutoff - (2) GFR cutoff +—U:|-{

(1) SDMA trending - (2) GFR cutoff

(1) sCr cutoff - (2) SDMA cutoff }- —{

{1) sCr trending - (2) SDMA cutoff ®
(1) Better (2) Better

.|4 [I.'l tll B
Age Difference (weeks)

Difference in weeks between comparisons of various methods lor the analysis of serum creatinine (sCr), SDMA, and GFR for
detecting initial decline in renal function in dogs aflected with X-linked hereditary nephropathy (n = 8). Age difference was calculated by
subtracting the age at which a decrease in renal function was identified by method (2) Trom that identified by method (1. “(1) Better™ indi-
cates that method (1) detected a declineg in renal function earlier than method (2 02 Better” indicates that method (2) detected this
decline earlier than method (1), sCr cutoll Cr = 1.2 mg/dL: GFR cutell GFR <2 mL /'min/kg; SDMA cutal SDMA=14 pg/dL: sCr and
SDMA trending refer to detection of a clinically relevant difference in the rate of change from prior values in an individual dog.

Ok

Glomerulonafritis -
inmunomaediada EF}.‘_

(Cortadellas 2021)
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OBJETIVOS

e Determinar la correlacién que existe entre la creatinina y SDMA en perros con
enfermedad renal

e Conocer cual biomarcador es mas sensible en etapas tempranas de enfermedad
renal

e Conocer la relacion que existe entre creatinina y la tasa de filtracion glomerular

e Conocer la relacion que existe entre SDMA y la tasa de filtraciéon glomerular

e Determinar la relacion entre SDMA, Creatininay TFG

MATERIAL Y METODOS

Material bibliografico

¢ Revistas cientificas
e Libros
e Paginas web

Método de investigacion

e Se aplico la investigacion bibliografica como parte del método cientifico; para ello se
localizaron documentos relacionados con el tema en especifico que se caracteriza
por utilizar datos secundarios como fuente de informacion.
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RESULTADOS
1.- Correlacion significativa

Un estudio mostré una correlacion significativa entre el SDMA y la creatinina (r=0.794;
p=0,006), lo que indica que ambos biomarcadores estan relacionados, aunque la SDMA
tienda elevarse antes que la cantina en casos de disfuncion renal.

2.- Deteccion temprana

La SDMA puede detectar la disminucion de la tasa de filtracion glomerular con una pérdida
de sélo el 25 al 40% de la funcién renal, mientras que la creatinina requiere una pérdida del
75% para mostrar un aumento significativo.

3.- Especificidad y Sensibilidad

La SDMA no se ve influenciada por la masa muscular, lo que la hace mas especifica y
sensible en comparacioén con la creatinina, especialmente en perros de diferentes tamafios
y composiciones corporales.

4.- Monitoreo de la Progresion

En un estudio el 81% de los animales con una SDMA ligeramente elevada de forma
persistente tenia la creatinina dentro del intervalo de referencia cuando aumenté la SDMA
por primera vez. La mitad de los perros presentaba un aumento de la creatinina al afio de
presentar aumento de la SDMA persistente.
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DISCUSION

Filtracién glomerular: En los capilares glomerulares, una porcién del agua del plasma es
forzada a través de un filtro que tiene tres componentes basicos: las células endoteliales de
capilares fenestrados, una membrana basal que yace justo por debajo de las células
endoteliales, y los diafragmas de hendidura de filtracién formados por células epiteliales
que cubren la membrana basal sobre su lado del espacio urinario. (Goodman and Gillman
2023)

Los solutos de pequefio tamario fluyen con el agua filtrada (arrastre de solventes) hacia el
espacio urinario (de Bowman), En tanto la barrera de filtracion retienen los elementos
formes y las macromoléculas. Para cada unidad de nefrona, la filtracion glomerular de
nefrona unica (SNGFR) esta en funciéon de la presion hidrostatica en los capilares
glomerulares (P cc), la presion hidrostatica en el espacio de Bowman (que puede
considerarse idéntica a la presion de los tubulos proximales Pr ), la presiéon coloidosmotica
media en los capilares glomerulares ( Ilgc), la presion coloidosmética en los tubulos
proximales ( I1sc), y el coeficiente de ultrafiltracion (Ky), segun la ecuacion:

SNGFR = K¢[(Psc-Pr)-( ec- IT7)]

Si Psc-Pr se define como la diferencia de presion hidraulica transcapilar (AP), y si la presién
coloidosmoética en los tubulos proximales (I17) es insignificante (como suele serlo pues se
filtra poca proteina), entonces:

SNGFR=K:(AP- I1sc)

Esta ultima ecuacion expresa de manera sucinta los tres determinantes principales de la
filtracion glomerular de nefrona Unica. Sin embargo, cada uno de esos tres determinantes
puede ser influido por otras variables. El coeficiente de ultrafiltracion (Kr) esta determinado
por las propiedades fisicoquimicas de la membrana de filtracidn y por el area de superficie
disponible para filtracion. La presidon hidraulica transcapilar (AP) determinada
principalmente por la presion arterial y por la proporcién de esta ultima que se transmite
hacia los capilares glomerulares. La presidon coloidosmoética media en los capilares
glomerulares (Tlsc) esta dada por 2 variables, es decir, concentracion de proteina en sangre
arterial que entran en el glomérulo, y el flujo sanguineo de nefrona unica (Qa). Este ultimo
influye sobre la Tlgc porque, conforme la sangre atraviesa el lecho capilar glomerular, la
filtracidn concentra proteina en los capilares, lo cual hace que la expresion coloidosmoética
media en los capilares glomerulares (Ilgc) aumenta con la distancia a lo largo del lecho
glomerular. Cuando el flujo sanguineo de nefrona unica (Qa) es alto, este efecto se reduce;
sin embargo, cuando es bajo, la Ilsc puede incrementarse hasta el grado en que la Ilgc =
AP, y la filtracion se detiene (situacion conocida como equilibrio de filtracion).

Medicion de la tasa de filtracion glomerular GRF o TFG

Considere una sustancia que es filtrada por los glomérulos, pero no es reabsorbida ni
secretada por los tubulos. La inulina es un polimero de la fructosa con una masa molecular
de 5200 Da. La inulina es una sustancia ideal para medir la tasa de filtracion glomerular
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(GFR) y su depuracion es el estandar de laboratorios para determinar dicha rapidez; pero
no se emplea en clinica porque requiere la infusion intravenosa de esta sustancia y no es
una prueba de la que se disponga de manera sistematica en la mayor parte de los
laboratorios de anatomia patoldgica clinica. Por otro lado, la creatinina es producida de
manera enddgena por el organismo y excretada principalmente por filtracion glomerular de
modo que es posible emplear su depuracion para estimar la GFR en el estado estable. (Di
Bartola, 2012)

Creatinina

En el perro y en el gato la creatinina es filtrada por los glomérulos y no es reabsorbida ni
secretada por los tubulos. Los valores de depuracion de creatinina endégena en el perro y
el gato son de alrededor de 2 a 5 ml/min/kg. (Di Bartola 2012)

Entonces podemos utilizar la creatinina tanto plasmatica como urinaria para determinar la
tasa de filtracién glomerular, y en este contexto podemos utilizar otros biomarcadores
recientemente descubiertos para determinar si hay lesion y afectacion de la funcién renal.

La creatinina se forma en el musculo a partir del fosfato de creatina por medio de la
deshidratacién no enzimatica irreversible, y perdida de fosfato; puesto que la excrecién de
creatinina en orina en 24 horas es proporcional a la masa muscular, proporciona una medida
de si se ha reunido un espécimen completo de orina en 24 horas. (Harper et all, 2016)

Los animales jovenes tienen concentraciones mas bajas, mientras que los machos y los
individuos muy musculosos tienen concentraciones mas altas. La dieta no afecta a la
concentracién sérica de creatinina de forma apreciable. La creatinina no se metaboliza y se
excreta casi por completo por los rifiones mediante filtracion glomerular. Su tasa de
excrecion es relativamente constante en estado de equilibrio y la concentracion de
creatinina en el suero varia inversamente con la tasa de filtracién glomerular. Por lo tanto,
la determinacion del aclaramiento de creatinina proporciona una estimacién de la tasa de
filtracion glomerular (TFG). (Ettinger et all. 2007)

La concentracién de creatinina sérica, un sustituto de la TFG es la prueba de laboratorio
principal utilizada para identificar la funcion renal deteriorada. Sin embargo, es
relativamente insensible para estimar la TFG hasta que se ha producido una reduccién
sustancial en la funciéon renal. Se necesita una reduccion del 75% en la TFG antes de que
los valores de creatinina sérica superen consistentemente los rangos de referencia. La
insensibilidad de la creatinina sérica resulta de al menos dos factores importantes: la
relacion innata entre la TFG y la creatinina sérica y la comprensién de que condiciones
distintas a la enfermedad renal intrinseca pueden causar un aumento en la concentracién
de creatinina sérica. (Ettinger et all 2017)

La relacion entre la creatinina sérica y la TFG es tal que cada vez que la TFG disminuye a
la mitad, la concentracion de creatinina sérica se duplica. Por ejemplo, si un perro tiene una
creatinina basal de 0.5 mg/dL y su TFG disminuye en un 50%, la creatinina sérica solo
aumenta a 1.0 mg/dL, aun dentro de los intervalos de referencia. Si ocurre una reduccion
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adicional del 50% en la TFG (ahora al 25% de la TFG original), la creatinina aumentara a
aproximadamente 2.0 mg/dL, ligeramente anormal y a menudo reconocida. Una
disminucion adicional del 50% en la TFG (al 12.5% de lo normal) se refleja en una creatinina
sérica de aproximadamente 4.0 mg/dL. Asi, la pendiente del aumento en la concentracién
de creatinina sérica se vuelve mucho mas pronunciada después de una pérdida sustancial
de la TFG, pero es plana en la mayor parte del rango de la TFG. Se deduce que cuanto
mas amplio sea el rango normal para la concentracion de creatinina sérica, menos sensible
sera para detectar la enfermedad renal intrinseca. Sin embargo, si el rango se vuelve
demasiado estrecho, la creatinina sérica perdera especificidad porque otros factores
pueden influir en el valor: masa muscular corporal, raza, etc. Este dilema es intrinseco a la
naturaleza de la creatinina sérica y limita su utilidad en el diagnéstico temprano de la ERC.
(Ettinger et all 2017)

B~ (Cortadellas 2010)
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Relacidn curvilinea entre la creatinina sérica y la tasa de filtracion glomerular
Dimetil arginina simétrica (SDMA)

La dimetilarginina simétrica (SDMA) es un derivado dimetilado de la arginina producido a
partir de la metilacion intranuclear de residuos de L-arginina por la proteina-arginina
metiltransferasa junto con su estereoisomero dimetilarginina asimétrica (ADMA). La SDMA
se excreta principalmente a través de la filtracidon renal, lo que indica que tiene las
caracteristicas necesarias para ser un marcador enddégeno de la funcién renal. Se ha
demostrado que la SDMA plasmatica se correlaciona bien con la concentracion de
creatinina plasmatica. En gatos azotémicos y no azotémicos, se ha demostrado una
relacion lineal entre el reciproco de la SDMA (1/SDMA) y la TFG evaluada por la depuracion
plasmatica de iohexol, funcionando de manera similar al reciproco de la creatinina
(1/creatinina). Los estudios sugieren que las concentraciones de SDMA estdn menos
influenciadas por la masa muscular corporal que la creatinina plasmatica. Estudios
preliminares sugieren que la SDMA puede ser un marcador mas sensible de la disminucion
temprana de la funcién renal en gatos. La evaluacion de la SDMA no parece verse afectada
por la alimentacion con una dieta renal suplementada con aceite de pescado o L-carnitina
en perros. Sin embargo, aun se requiere mas trabajo para determinar el efecto de
enfermedades concurrentes en este nuevo marcador. Histéricamente, la evaluacion de la
SDMA se ha visto limitada por la necesidad de cuantificacion mediante espectrometria de
masas por cromatografia liquida. Sin embargo, el desarrollo de un inmunoensayo disponible
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comercialmente ha hecho que este marcador esté ampliamente disponible como prueba
diagnéstica clinica.

El proceso de degradacion de proteinas incluye la metilacion de la arginina y la formacion
de numerosas moléculas, incluyendo dimetilarginina asimétrica (ADMA) y dimetilarginina
simétrica (SDMA). ADMA es un inhibidor enddégeno de la éxido nitrico sintasa y esta
asociado con disfuncion endotelial, vasoconstriccion y aumento de la presion arterial. Se
elimina por el higado y los riflones. En contraste, la SDMA tiene poca actividad fisiolégica y
290% se elimina por los rifiones. La eliminacion renal es a través de la filtracion, sin
reabsorcion tubular. Las concentraciones séricas de SDMA se correlacionan bien con la
TFG en gatos y perros. En perros con nefropatia hereditaria ligada al X, la SDMA sérica se
correlaciono con la creatinina y la TFG estimada por iohexol. En un modelo canino de ERC,
la SDMA se correlacioné mejor con la TFG que la creatinina. En 69 gatos con ERC, las
concentraciones de SDMA aumentaron y se correlacionaron con la creatinina; la SDMA
también se correlaciono bien con una gama de TFG en gatos ancianos. (Ettinger et all 2017)

Se ha demostrado que la SDMA es un marcador de enfermedad renal temprana en perros,
gatos y humanos. Los perros con nefropatia hereditaria ligada al X progresan rapidamente
de normales al nacer a enfermedad renal terminal. En una cohorte de perros machos con
nefropatia hereditaria ligada al X, se siguieron las mediciones de SDMA sérica, creatinina 'y
TFG estimada por la depuracion de iohexol a lo largo de su enfermedad. La SDMA aumenté
antes que la creatinina. El valor de SDMA aumenté con disminuciones del 30% en la TFG,
mientras que la creatinina sérica no aumentd hasta una pérdida del 50% al 60% de la
funcidén renal. La creatinina se evalué tanto como un valor de corte sérico Unico como en
tendencia a lo largo del tiempo y en ambos casos la SDMA demostré ser un indicador mas
temprano de la pérdida de funcion renal. La tendencia de la creatinina sérica aumenta su
sensibilidad para detectar la funcion renal reducida y es mejor que una sola medicién. Sin
embargo, la SDMA superd a la tendencia de la creatinina y demostré ser un mejor indicador
de la enfermedad renal temprana. (Ettinger et all 2017)

Estudios longitudinales retrospectivos en perros y gatos que desarrollaron ERC han
proporcionado mas evidencia de que la SDMA sérica aumenta antes que la creatinina. Dos
estudios retrospectivos en perros y gatos realizados durante varios afos, a medida que
desarrollaban ERC de forma natural, mostraron que la SDMA aumentaba antes que la
creatinina, con una media de 17 meses en gatos (rango de 1.5 a 48 meses) y 10.2 meses
en perros (rango de 0.5 a 32 meses). La SDMA aumenté después de una disminucion de
aproximadamente el 40% en la TFG (25% en un caso). (Ettinger et all 2017)

La SDMA es util para identificar y monitorear la enfermedad renal en pacientes
sarcopénicos. Un problema importante con la creatinina es su relacién con la masa
muscular. Un aumento en la masa muscular promueve valores mas altos de creatinina,
mientras que una masa muscular reducida se asocia con valores mas bajos. Por ejemplo,
los gatos ancianos con ERC a menudo desarrollan sarcopenia severa. Debido a la pérdida
de masa muscular, las concentraciones de creatinina sérica son bajas en relacion con la
TFG y subestiman la gravedad de la disfuncion renal. En contraste, la SDMA se ve
minimamente afectada por la masa muscular en perros y gatos. En un estudio en perros
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que comparo la masa corporal magra, la edad, la creatinina sérica y la SDMA, se mostro
que la masa corporal magra y la edad eran variables significativas para la creatinina, pero
no para las concentraciones de SDMA. (Ettinger et all 2017)

La SDMA se utiliza mejor para complementar las pruebas renales existentes. Las
concentraciones séricas de SDMA >14 ug/dL son anormales en perros y gatos. Aumentos
en las concentraciones de SDMA vy creatinina sérica con orina concurrente e
inadecuadamente concentrada son consistentes con la enfermedad renal. Un aumento de
la SDMAy una concentracion de creatinina sérica dentro de los limites de referencia sugiere
una enfermedad renal temprana. Sin embargo, aumentos persistentes de SDMA durante
meses son una evidencia mas fuerte de enfermedad renal. Aumentos persistentes de SDMA
durante mas de 3 meses en perros con creatinina sérica <1.4 mg/dL o gatos con creatinina
sérica <1.6 mg/dL son consistentes con un diagnéstico de ERC en estadio | segun IRIS. A
diferencia de la creatinina, la SDMA no se ve influenciada por la masa corporal magra 'y, por
lo tanto, sera un mejor marcador de la enfermedad renal. (Ettinger et all 2017)

Limitaciones de los parametros directos (tasa de aclaramiento urinario, tasa de aclaramiento en plasma,

escintigrafia) e indirectos (urea, creatinina, SDMA) de medicion de la tasa de filtracion glomerular.

Parametro

Urea

Creatinina

SDMA

Tasa de
aclaramiento

urinario

Tasa de
aclaramiento en
plasma

Escintigrafia

Limitaciones

Variacion diaria de los niveles
Reabseorbida por los tdbules renales

Variacion diaria de los niveles (<0.4
mg/dL o 35 umol/L)
Relacién curvilinea con la TFG

Variacion diaria de los niveles
(<5.98ug/dL)

No hay rangos de referencia en
animales =1 afio

Muy alta sensibilidad a la deteccién de
bajada de TFG

Rangos de referencia muy amplios
Toma de mualtiples muestras de orina
durante un periodo de tiempo
prolongado

Rangos de referencia muy amplios

Rangos de referencia muy amplios
Requiere instalaciones y equipamiento
especializado

Puede requerir sedacion del paciente

Factores que afectan su valor

Ayuno (disminuye)

Contenido proteico de la dieta
Hemorragia gastrointestinal (aumenta)
Funcién hepatica reducida (disminuye)
Diuresis (disminuye)

Hipertiroidismo (disminuye)

Ingesta reciente de comida proteica (aumenta)
Pérdida de masa muscular (disminuye)
Hipertiroidismo (disminuye)

Galgos (aumenta, maxime 19.9 ug/dL21)
Alta carga tumoral (aumenta)

Gatos con diabetes mellitus (disminuye)
Hipertiroidismo (disminuye22)

Estas pruebas diagndsticas estaran afectadas por la calidad
de la técnica y laboratorio en el que se realicen las
mediciones del marcador.

Estas pruebas diagndsticas estaran afectadas por la calidad
de la técnica y laboratorio en el que se realicen las
mediciones del marcador.

Esta prueba puede verse afectada por la experiencia en la
interpretacion de las imagenes.



21

Hallazgos clinicos y laboratoriales que pueden ayudar a diferenciar entre fallo renal agudo y crénico, y algunos

diagnosticos diferenciales mas comunes (TFG: tasa de filtracion glomerular; N: normal; 1 elevado, |disminuido).

Creatinina +N T
Urea N/t N/t
SDMA t T

Normal: no excluye enfermedad renal o FRC.

Disminuido: fallo renal es improbable pero no excluye enfermedad
renal.

Elevado: azotemia prerrenal, renal o postrenal, o ingestion reciente
de carne.

Normal: no excluye enfermedad renal o fallo renal.

Disminuida: no excluye enfermedad renal. Puede indicar fallo
hepatico o pelidipsia/ poliuria.

Elevada: azotemia prerrenal, renal o postrenal, ingestion reciente de
carne, hemorragia gastrointestinal.

Un valor normal no excluye enfermedad renal » Un valor elevado
indica una TFG disminuida pero no es especifico de fallo renal
intrinseco

(Aida Gdmez Selgas 2022)



22

CONCLUSIONES

La conclusion sobre la relacion entre la Creatinina y la SDMA en el contexto de la
enfermedad renal destaca varios puntos clave

¢ limitaciones de la creatinina: aunque la creatinina es un marcador renal comunmente
utilizado, tiene limitaciones significativas, especialmente en las etapas tempranas
de la enfermedad renal crénica, debido a su baja sensibilidad y especificidad.

¢ |a SDMA se presenta como un biomarcador mas sensible y precoz para la deteccion
de la enfermedad renal crénica. Su concentracién en sangre esta altamente
correlacionada con la TFG, lo que permite una deteccién mas temprana de la
disfuncion renal.

e Lainclusion de la SDMA en el diagndstico y monitorizacion de la ERC puede mejorar
significativamente la capacidad de detectar y tratar la enfermedad en sus primeras
etapas, lo que podria retrasar su progresion y mejorar la calidad de vida de los
perros.

e Estudios demostraron una correlacion significativa entre los niveles de creatinina y
SDMA en perros, esto significa que en general cuando la creatinina esta elevada, la
SDMA tiende a elevarse de igual manera.

e Utilizar ambos marcadores en conjunto pueden proporcionar una imagen mas
completa de la salud renal de un perro.
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CORRELACION ENTRE LA CREATININA Y EL SDMA EN CANINOS
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INTRODUCCION

Cada dia, los glomérulos renales filtran un enorme volumen de agua plasmatica y los
tubulos deben reabsorber la mayor parte de esta agua junto con los solutos vitales, de modo
que solo un pequefio volumen de agua y solutos innecesarios se excretan en forma de
orina. (Di Bartola, 2012)

Por ejemplo, un perro normal de 10 kg puede tener una tasa de filtracién glomerular de
4ml/min/dia. En el transcurso de un dia, este perro filtraria 57.6 L de agua plasmatica en
sus rifiones. Si el 60% del peso corporal es agua, este volumen representa casi 10 veces
el agua corporal total del perro. El mismo perro puede tener una diuresis de 33ml/kg/dia.
Asi mas del 99% del agua plasmatica filtrada por los glomérulos es reabsorbida por los
tubulos. Los tubulos proximales y las asas de Henle reabsorben aproximadamente el 85%
del agua filtrada en los solutos, mientras que los conductos colectores ajustan la
composicién final de la orina para compensar las fluctuaciones en la ingesta y evitar
cambios en el volumen y la composicion de los fluidos corporales. (Di Bartola. 2012)

Cuando existe una alteracion en la filtracion glomerular o en la reabsorcion tubular de agua
y de solutos vitales y excrecidon de solutos innecesarios para el organismo por parte de la
nefrona se dice que existe insuficiencia renal, esta condiciéon puede ser aguda o crénica y
afecta significativamente la salud y el bienestar de los perros.

El fallo renal agudo (lesion renal aguda) en perros, es una condicidon grave que se
caracteriza por una perdida rapida y repentina de la funcién renal. Esta situacion puede ser
potencialmente mortal si no se trata de manera oportuna.

El fallo renal cronico (enfermedad renal crénica) es una de las enfermedades que afectan
a los perros mayores, aunque también puede afectar a perros de mediana edad y
minimamente en perros jovenes. Se caracteriza por una perdida progresiva e irreversible
de la funcién renal. Las causas pueden incluir enfermedades congénitas, infecciones,
toxinas, y enfermedades sistémicas como la hipertension. Los signos clinicos pueden variar
desde letargo, anorexia, vomitos, diarrea, perdida de peso, poliuria y polidipsia entre otros.

Para la deteccion y manejo de la enfermedad renal en perros, se utilizan varios
biomarcadores como la Creatinina sérica, SDMA, Cistatina C, Proteinuria, NGAL, NAG,
KIM-1. (P. Charlo et all 2020)

Estos biomarcadores pueden proporcionar informacion valiosa sobre la funcién renal y
ayudar a tomar decisiones mejor fundamentadas sobre el tratamiento, manejo y prondstico
de la enfermedad renal.



BREVE REPASO DE ANATOMIA'Y FISIOLOGIA RENAL

Los rifiones del perro macroscopicamente son de color marrén rojizo y contornos lisos que
se localizan en el techo de la cavidad abdominal a cada lado de la columna vertebral junto
a las vertebras lumbares en posicion retroperitoneal. Tienen forma de habichuela y en el
centro de su borde medial concavo aparece una depresion denominada hilio por donde
entran y salen los vasos renales, nervios y uréteres. El rifion derecho se situa mas
cranealmente que el rifidn izquierdo. (Oscar Cortadellas Rodriguez, 2010)

Los rifilones son los érganos mas irrigados del organismo, tiene un flujo sanguineo que
equivale al 20% del gasto cardiaco. La irrigacién es mas rica en la corteza que en la medula
alcanzando el 80% y el 20% respectivamente. (Oscar Cortadellas Rodriguez, 2010)

El parénquima renal esta formado por la corteza, de coloracién rojiza o marrén y de aspecto
granulosos por la presencia de los corpusculos renales y los tubulos contorneados; y la
medula, normalmente mas palida y de aspecto estriado por la presencia de las asas de
Henle y los tubulos colectores. (Oscar Cortadellas Rodriguez, 2010)

La médula renal se organiza en secciones triangulares denominadas piramides renales,
delimitada por los vasos interlobulares, cuyo vértice (papilas renales) se fusionan en la
cresta central comun, intimamente asociada con una porcion interna expandida de los
uréteres (pelvis renal) que se localiza en el seno renal en la region del hilio. (Oscar
Cortadellas Rodriguez, 2010)

La unidad funcional del rifidn es la nefrona. El numero de nefronas varia entre especies. En
promedio un gato tendra alrededor de 200 000 nefronas por rifidn y un perro tendra en
promedio 700 000 nefronas por rifidn. (Oscar Cortadellas Rodriguez, 2010)

Las nefronas de los mamiferos siguen el modelo basico y esta compuesto por un corpusculo
renal (formado por el glomérulo y la capsula glomerular), los tubulos (contorneado proximal,
asa de Henle y contorneado distal) y los tubulos colectores, que recogen el filtrado de varias
nefronas y desembocan en los conductos papilares. (Oscar Cortadellas Rodriguez, 2010)

Se identifican 2 tipos de nefronas segun la localizacién de sus glomérulos y la profundidad
de penetracion de sus asas de Henle en la medula:

¢ Nefronas corticales: aquellas que tienen los glomérulos en la zona externa o media
de la corteza y cuyas asas de Henle se extienden hasta la unién de la corteza con
la médula o ligeramente en la zona mas externa de la medula.

e Nefronas yuxtamedulares: son aquellas nefronas que tienen los glomérulos en la
zona proxima a la médula y cuyas asas de Henle se extienden bien profundas, casi
alcanzando la pelvis renal. Estas nefronas son las encargadas de mantener el
gradiente osmatico entre la parte mas externa e interna de la médula. El porcentaje
de este tipo de nefronas varia entre especies, pero en el gato son casi el 100%.
(Oscar Cortadellas Rodriguez, 2010)
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La irrigacion renal corre a cargo de la arteria renal que es una rama directa de la aorta. En
la mayoria de los casos, antes de entrara en el hilio la arteria renal se divide en 2 ramas,
dorsal y ventral. En el gato pequenas ramificaciones adicionales de la arteria renal viajan a
lo largo de la periferia del rindn para irrigar la superficie cortical y la capsula renal. (Oscar
Cortadellas Rodriguez, 2010)

Una vez penetran el hilio, la ramificacion posterior da lugar a las arterias interlobulares que
se introducen en el parénquima renal. Las arterias arciformes (arcuatas) son ramas de las
arterias interlobulares en la union cortico medular. Las arterias interlobulillares surgen de
las arterias arciformes y se extienden radialmente a través de la corteza hacia la superficie
del rindn, algunas extendiéndose dentro de la capsula. Las arterias interlobulillares emiten
arteriolas aferentes que cuando llegan al corpusculo renal se ramifican y forman la red de
capilares glomerulares; Estos capilares glomerulares se vuelven a anastomosar formando
la arteriola eferente, que alimenta una segunda red capilar que rodea los tubulos renales.
El rifdn tiene, tal como se describe, dos redes capilares conectadas por una arteriola, y por
lo tanto un sistema porta. (Oscar Cortadellas Rodriguez, 2010)

El glomérulo constituye el primer lecho capilar. Las arteriolas eferentes de los glomérulos
localizados periféricamente en la corteza suministran capilares peritubulares alrededor de
los tubulos corticales mientras que las arteriolas eferentes de los glomérulos
yuxtamedulares, suministran capilares peritubulares alrededor de los tubulos medulares.
En la médula, la red capilar peritubular se forma entre las arteriolas eferentes descendentes
y las vénulas que remontan hacia la corteza. Estos vasos mas o menos rectos y sus



conexiones se denominan vasa recta. Las venas renales son generalmente satélites de las
arterias. Las vénulas surgen de los lechos capilares que rodean los tubulos corticales y
medulares. Las venas viajan con ramas arteriales, vaciando en venas interlobulillares,
arciformes, interlobulares y finalmente renales. (Oscar Cortadellas Rodriguez, 2010)

Un sistema venoso subcapsular drena la capsula renal. En el gato, estas venas (venas
capsulares) se localizan dentro o inmediatamente debajo de la capsula y se continuan
alrededor de la periferia del riidn hasta la region ciliar donde drenan directamente a la vena
renal. En el perro, las venas son mas profundas dentro de la corteza y se corresponden con
las venas estrelladas que drenan en la corteza y finalmente en la vena renal, que llevan la
sangre a la vena cava caudal. (Oscar Cortadellas Rodriguez, 2010)

Los rifones tienen diferentes funciones para mantener la homeostasis del cuerpo entre ellas
se encuentra

e Filtracién de sangre
¢ Regulacién del equilibrio de liquidos y electrolitos E ili"
e Regulacion de la presion arterial

e Regulacion del equilibrio acido base

(Cortadellas 2021) =

e Producciéon de hormonas El
1. eritropoyetina Ly~
2. calcitriol
¢ Eliminacion de desechos metabdlicos
(Torres 2023)

Como hemos leido el riAdn tiene varias funciones que son importantes para que el
organismo funcione adecuadamente; En este trabajo escrito solo hablaremos bajo el
contexto de la fisiologia de excrecion renal y sus biomarcadores Creatinina y SDMA.



ANTECEDENTES

El uso de la creatinina como marcador de la funciéon renal comenzé a desarrollarse a
principios del siglo XX. En 1920, el nefrélogo estadounidense Homer Smith fue uno de los
primeros en proponer la creatinina como un indicador de la tasa de filtracion glomerular
(TFG), debido a su produccion constante y eliminacién casi exclusiva por los rifiones.
(Leguizamon 2014)

En la década de los 50s y 60s la medicion de creatinina sérica se convirtié en una practica
comun en la medicina clinica para evaluar la funcion renal. (Seijas et all 2014)

En los afos 70s se desarrollaron formulas para estimar la TFG a partir de los niveles de
creatinina sérica, como la formula de Cockcroft-Gault. (Seijjas et all 2014)

La entrada al nuevo siglo trajo consigo la ecuacion de MDRD (Modification of Diet in Renal
Disease) y, mas recientemente, la ecuacion CKD-EPI (Chronic Kidney Disease
Epidemiology Collaboration) mejoraron la precision de las estimaciones de la TFG basadas
en creatinina. (Seijas et all. 2014)

La creatinina sérica ha sido durante décadas un biomarcador estandar para evaluar el
funcionamiento renal pero no es un marcador sensible para la deteccion temprana de la
enfermedad renal. (IDEXX)

La Dimetil arginina simétrica (SDMA) se identifico por primera vez en 1970 como un
producto de la metilacion del aminoacido arginina. (IDEXX)

En 2006 un meta-analisis demostrd una alta correlacion entre el SDMA y las pruebas de
funcion renal en humanos. (IDEXX)

En 2008, se publico uno de los primeros estudios sobre la SDMA en medicina veterinaria,
especificamente en gatos con azoemia. (IDEXX)

La sensibilidad de la SDMA detecta cambios en la funcién renal mucho antes que la
creatinina, y a diferencia de esta no se ve influenciada por la masa muscular, lo que la hace
mas confiable en perros de diferentes tamafios y composiciones corporales. (IDEXX)

La SDMA se utiliza tanto para la deteccién temprana de la enfermedad renal como para
monitoreo de la progresion de la enfermedad y la respuesta al tratamiento. (IDEXX)

Estudios clinicos han demostrado que la SDMA es un indicador mas sensible de la ERC en
estadios tempranos en perros y gatos en comparacién con la creatinina. La SDMA
proporciona informacién adicional cuando se utiliza junto con la creatinina sérica. (IDEXX)

Hay una correlacion significativa entre los niveles de SDMA vy creatinina, pero la SDMA
tiende a elevarse antes que la creatinina en caso de disfuncion renal. (IDEXX)

En resumen, la SDMA es un biomarcador mas sensible y especifico que la creatinina para
la deteccion temprana de la enfermedad renal en perros, lo que permite intervenciones
oportunas y un mejor manejo de la enfermedad. (IDEXX)



En un estudio, descriptivo y prospectivo realizado en el Hospital Veterinario de Pequenas
Especies de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autdnoma
del Estado de México donde se evaluaron 388 perros los cuales se dividieron en 5 grupos
se encontraron los siguientes resultados correspondientes a la creatinina y la SDMA. (Del
Angel-Caraza et all. 2022)

La relacién entre las variables CrS v SDMA en los
grupos de estudio se mueastra en el diagrama de
dispersion (Figura 1). Se observd incremento de
ambos biomarcadores con relacidn a la gravedad
de la enfermedad (GC: r=0.23, p<0.001, pERC:
r=0.69, p=0.001}.
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Figura 1. Diagrama de dispersion de Cr5 (umaol/L) v
SDMA (pg/dL) en los grupos de estudio.

En otro estudio realizado por IDEXX se tuvieron en cuenta a todos los paneles bioquimicos
de perros y gatos de Estados Unidos enviados a laboratorios de referencia a IDEXX en un
periodo de inscripcion de 22 meses desde Julio del 2015. Los animales debian tener entre
1 y 25 anos y debian contar con al menos 3 paneles bioquimicos incluyendo la prueba
IDEXX SDMA realizado durante el periodo de inscripcion.

Con el fin de limitar la inclusién de pacientes con un deterioro renal presente, el primer
resultado (TO) tenia que estar dentro del intervalo de referencia (IR) de SDMA y creatinina
(SDMA < 14ug/dl y creatinina < 2,3 mg/dl en gatos y < 1,5 mg/dl en perros). El segundo
resultado (T1) no tenia restricciones de valor. Sélo habia que seguir un resultado bioquimico
acorde con los requisitos de (T0). El tercer resultado (T2) tenia que producirse entre 14 dias
y 12 meses después del T1. Este resultado y todos los siguientes resultados bioquimicos
se emplearon para evaluar la probabilidad de un futuro aumento de las concentraciones de
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SDMA, la concordancia de la creatinina y para examinar los plazos de seguimiento. Estudio
fueron de interés los 16,454 gatos y 16,523 perros en los que las concentraciones de SDMA
T1 superaban el limite maximo de IR (14ug/dl) Y la comparacién de probabilidad de un
aumento de la concentracion de SDMA en la siguiente prueba con la de los 43,764 gatos y
112,999 perros, cuya concentracion de SDMA T1 estaba dentro del IR.

La probabilidad de un aumento de la concentracion de SDMA en la siguiente prueba se
calculé en forma de porcentaje de concentraciones de SDMA en T2 sobre el IR y se
presentaron con intervalos de un 95% de confianza calculados mediante el método exacto
binomial. Empleo estimador de a Allen Johansson para las intensidades de transicion
acumulativas con el fin de calcular la probabilidad de que los resultados de creatinina
superaran el IR en cualquier momento tras un aumento de la SDMA. Se emplearon pruebas
de equivalencia para comparar las probabilidades de persistencia de gatos y perros con
concentraciones de SDMA T1 de 15-19 pg/dl con pruebas de seguimiento en 1 mes con
aquellos con seguimiento entre 1 y 6 meses y aquéllos entre 6 y 12 meses. Se empled un
umbral de equivalencia de 5% de probabilidad de aumento persistente de la concentracion
de SDMA en el seguimiento T2 con un nivel de significacion del 5% (P<0.05) tras ajustar
multiples comparaciones mediante el método de Holm-Bonferroni.

Este estudio estaba limitado por la dependencia de los datos recogidos de forma
retrospectiva, es decir, los gatos y perros del estudio tenian diagndsticos, tratamientos y
resultados desconocidos. Ademas, el requisito del estudio de que los animales se hubieran
sometido a 3 0 mas paneles bioquimicos puede haber distorsionado la muestra en favor de
los animales que recibieron mas atencion veterinaria o con un peor estado de salud que
aquéllos que no se sometieron a pruebas de diagndstico regulares. Este estudio también
puede haberse visto limitado por el sesgo de supervivencia, puesto que los animales que
murieron antes de someterse a 3 paneles bioquimicos no se tuvieron en cuenta. Los datos
del estudio no incluyeron animales para los que no se realizaron pruebas de seguimiento
con el fin de controlar el aumento de los marcadores renales. El uso de los resultados de
las pruebas disponibles significa que los tiempos entre los paneles bioquimicos variaron y
que se vieron influenciados por variables confusas y desconocidas y es posible que no
representen todas las actividades de seguimiento.

Probabilidad de aumento de la SDMA en el seguimiento por la
concentracion de SDMA T1

SDMA T2 > 14 pg/dl

9%

SOMA T1 (ua/dl)

La probabilidad de aumento de la SDMA en el seguimisnto aumenta
de forma proporcional con la concentracion de S0MA T1
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Porcentaje de riesgo de aumento de |a concentracion de SDMA en las
prugbas de seguimiento tras una concentracion de SOMA T1 ligeramente

aumentada
T2% de riespo de que s produsean mds casos Un 25'.']'{ PrESEMa
dhe alveracsdn de ln TFG e periods de on % restablecimiento de la TFG

El 72 % de los perros ¥ galas con un aumento ligero da concentracion
de SOMA presenta ofra concantracion de SOMA sobre el IR en el periodo de 1
ana

Porcentaje de pacientes con aumento de la creatinina representados en
los intervalos de tiempo tras la deteccion de una concentracion elevada
de SDMA T1.

54%
48%

36

19

Pacienies con aumento de
creatinina

0 G 12 18
Meses transcurridos desde SOMA T1

Laz concentraciones de SOMA ligeramente elevadas v persistentes
Suglen praceder a un awmento de la creatining

Nabity et all. Realizaron un estudio llamado: Validacion del ensayo de Dimetil arginina
simétrica, Estabilidad y Evaluacion como Marcador para la Deteccion Temprana de la
Enfermedad Renal Crénica en Perros

Mediante un estudio prospectivo validando la medicién de SDMA utilizando cromatografia
liquida-espectrometria de masas, evaluando la estabilidad de SDMA en suero y plasma, y
determinando secuencialmente Creatinina sérica (sCr), SDMAy TFG (usando la depuracién
de iohexol) en perros durante la progresion de la enfermedad desde la fase preclinica hasta
la insuficiencia renal terminal. Las correlaciones se determinaron utilizando regresién lineal.
Se compararon los puntos de tiempo en los que sCr, SDMA y TFG identificaron la
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disminucion de la funcién renal utilizando valores de corte definidos, tendencias en un perro
individual y comparacion con compareros de camada no afectados.

Resultados: La dimetilarginina simétrica fue altamente estable en suero y plasma, y el
ensayo demostrd un excelente rendimiento analitico. En perros no afectados, la SDMA
permanecio sin cambios, mientras que, en perros afectados, la SDMA aumenté durante la
progresion de la enfermedad, correlacionandose fuertemente con un aumento en la
creatinina sérica (sCr) (r = 0.95) y una disminucion en la TFG (r = 0.95). Aunque la tendencia
mejoro la sensibilidad de la sCr, la SDMA identific, en promedio, una disminucion de <20%
enlaTFG, lo cual fue mas temprano que la sCr utilizando cualquier método de comparacion.
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(1) sCr cutoff — (2) GFR cutoff D—{
(1) sCr trending - (2) GFR cutoff :—H:H
(1) SDMA cutoff - (2) GFR cutoff +—U:|-{

(1) SDMA trending - (2) GFR cutoff

(1) sCr cutoff - (2) SDMA cutoff }- —{

{1) sCr trending - (2) SDMA cutoff ®
(1) Better (2) Better

.|4 [I.'l tll B
Age Difference (weeks)

Difference in weeks between comparisons of various methods lor the analysis of serum creatinine (sCr), SDMA, and GFR for
detecting initial decline in renal function in dogs aflected with X-linked hereditary nephropathy (n = 8). Age difference was calculated by
subtracting the age at which a decrease in renal function was identified by method (2) Trom that identified by method (1. “(1) Better™ indi-
cates that method (1) detected a declineg in renal function earlier than method (2 02 Better” indicates that method (2) detected this
decline earlier than method (1), sCr cutoll Cr = 1.2 mg/dL: GFR cutell GFR <2 mL /'min/kg; SDMA cutal SDMA=14 pg/dL: sCr and
SDMA trending refer to detection of a clinically relevant difference in the rate of change from prior values in an individual dog.

Ok

Glomerulonafritis -
inmunomaediada EF}.‘_

(Cortadellas 2021)
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OBJETIVOS

e Determinar la correlacién que existe entre la creatinina y SDMA en perros con
enfermedad renal

e Conocer cual biomarcador es mas sensible en etapas tempranas de enfermedad
renal

e Conocer la relacion que existe entre creatinina y la tasa de filtracion glomerular

e Conocer la relacion que existe entre SDMA y la tasa de filtraciéon glomerular

e Determinar la relacion entre SDMA, Creatininay TFG

MATERIAL Y METODOS

Material bibliografico

¢ Revistas cientificas
e Libros
e Paginas web

Método de investigacion

e Se aplico la investigacion bibliografica como parte del método cientifico; para ello se
localizaron documentos relacionados con el tema en especifico que se caracteriza
por utilizar datos secundarios como fuente de informacion.
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RESULTADOS
1.- Correlacion significativa

Un estudio mostré una correlacion significativa entre el SDMA y la creatinina (r=0.794;
p=0,006), lo que indica que ambos biomarcadores estan relacionados, aunque la SDMA
tienda elevarse antes que la cantina en casos de disfuncion renal.

2.- Deteccion temprana

La SDMA puede detectar la disminucion de la tasa de filtracion glomerular con una pérdida
de sélo el 25 al 40% de la funcién renal, mientras que la creatinina requiere una pérdida del
75% para mostrar un aumento significativo.

3.- Especificidad y Sensibilidad

La SDMA no se ve influenciada por la masa muscular, lo que la hace mas especifica y
sensible en comparacioén con la creatinina, especialmente en perros de diferentes tamafios
y composiciones corporales.

4.- Monitoreo de la Progresion

En un estudio el 81% de los animales con una SDMA ligeramente elevada de forma
persistente tenia la creatinina dentro del intervalo de referencia cuando aumenté la SDMA
por primera vez. La mitad de los perros presentaba un aumento de la creatinina al afio de
presentar aumento de la SDMA persistente.
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DISCUSION

Filtracién glomerular: En los capilares glomerulares, una porcién del agua del plasma es
forzada a través de un filtro que tiene tres componentes basicos: las células endoteliales de
capilares fenestrados, una membrana basal que yace justo por debajo de las células
endoteliales, y los diafragmas de hendidura de filtracién formados por células epiteliales
que cubren la membrana basal sobre su lado del espacio urinario. (Goodman and Gillman
2023)

Los solutos de pequefio tamario fluyen con el agua filtrada (arrastre de solventes) hacia el
espacio urinario (de Bowman), En tanto la barrera de filtracion retienen los elementos
formes y las macromoléculas. Para cada unidad de nefrona, la filtracion glomerular de
nefrona unica (SNGFR) esta en funciéon de la presion hidrostatica en los capilares
glomerulares (P cc), la presion hidrostatica en el espacio de Bowman (que puede
considerarse idéntica a la presion de los tubulos proximales Pr ), la presiéon coloidosmotica
media en los capilares glomerulares ( Ilgc), la presion coloidosmética en los tubulos
proximales ( I1sc), y el coeficiente de ultrafiltracion (Ky), segun la ecuacion:

SNGFR = K¢[(Psc-Pr)-( ec- IT7)]

Si Psc-Pr se define como la diferencia de presion hidraulica transcapilar (AP), y si la presién
coloidosmoética en los tubulos proximales (I17) es insignificante (como suele serlo pues se
filtra poca proteina), entonces:

SNGFR=K:(AP- I1sc)

Esta ultima ecuacion expresa de manera sucinta los tres determinantes principales de la
filtracion glomerular de nefrona Unica. Sin embargo, cada uno de esos tres determinantes
puede ser influido por otras variables. El coeficiente de ultrafiltracion (Kr) esta determinado
por las propiedades fisicoquimicas de la membrana de filtracidn y por el area de superficie
disponible para filtracion. La presidon hidraulica transcapilar (AP) determinada
principalmente por la presion arterial y por la proporcién de esta ultima que se transmite
hacia los capilares glomerulares. La presidon coloidosmoética media en los capilares
glomerulares (Tlsc) esta dada por 2 variables, es decir, concentracion de proteina en sangre
arterial que entran en el glomérulo, y el flujo sanguineo de nefrona unica (Qa). Este ultimo
influye sobre la Tlgc porque, conforme la sangre atraviesa el lecho capilar glomerular, la
filtracidn concentra proteina en los capilares, lo cual hace que la expresion coloidosmoética
media en los capilares glomerulares (Ilgc) aumenta con la distancia a lo largo del lecho
glomerular. Cuando el flujo sanguineo de nefrona unica (Qa) es alto, este efecto se reduce;
sin embargo, cuando es bajo, la Ilsc puede incrementarse hasta el grado en que la Ilgc =
AP, y la filtracion se detiene (situacion conocida como equilibrio de filtracion).

Medicion de la tasa de filtracion glomerular GRF o TFG

Considere una sustancia que es filtrada por los glomérulos, pero no es reabsorbida ni
secretada por los tubulos. La inulina es un polimero de la fructosa con una masa molecular
de 5200 Da. La inulina es una sustancia ideal para medir la tasa de filtracion glomerular
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(GFR) y su depuracion es el estandar de laboratorios para determinar dicha rapidez; pero
no se emplea en clinica porque requiere la infusion intravenosa de esta sustancia y no es
una prueba de la que se disponga de manera sistematica en la mayor parte de los
laboratorios de anatomia patoldgica clinica. Por otro lado, la creatinina es producida de
manera enddgena por el organismo y excretada principalmente por filtracion glomerular de
modo que es posible emplear su depuracion para estimar la GFR en el estado estable. (Di
Bartola, 2012)

Creatinina

En el perro y en el gato la creatinina es filtrada por los glomérulos y no es reabsorbida ni
secretada por los tubulos. Los valores de depuracion de creatinina endégena en el perro y
el gato son de alrededor de 2 a 5 ml/min/kg. (Di Bartola 2012)

Entonces podemos utilizar la creatinina tanto plasmatica como urinaria para determinar la
tasa de filtracién glomerular, y en este contexto podemos utilizar otros biomarcadores
recientemente descubiertos para determinar si hay lesion y afectacion de la funcién renal.

La creatinina se forma en el musculo a partir del fosfato de creatina por medio de la
deshidratacién no enzimatica irreversible, y perdida de fosfato; puesto que la excrecién de
creatinina en orina en 24 horas es proporcional a la masa muscular, proporciona una medida
de si se ha reunido un espécimen completo de orina en 24 horas. (Harper et all, 2016)

Los animales jovenes tienen concentraciones mas bajas, mientras que los machos y los
individuos muy musculosos tienen concentraciones mas altas. La dieta no afecta a la
concentracién sérica de creatinina de forma apreciable. La creatinina no se metaboliza y se
excreta casi por completo por los rifiones mediante filtracion glomerular. Su tasa de
excrecion es relativamente constante en estado de equilibrio y la concentracion de
creatinina en el suero varia inversamente con la tasa de filtracién glomerular. Por lo tanto,
la determinacion del aclaramiento de creatinina proporciona una estimacién de la tasa de
filtracion glomerular (TFG). (Ettinger et all. 2007)

La concentracién de creatinina sérica, un sustituto de la TFG es la prueba de laboratorio
principal utilizada para identificar la funcion renal deteriorada. Sin embargo, es
relativamente insensible para estimar la TFG hasta que se ha producido una reduccién
sustancial en la funciéon renal. Se necesita una reduccion del 75% en la TFG antes de que
los valores de creatinina sérica superen consistentemente los rangos de referencia. La
insensibilidad de la creatinina sérica resulta de al menos dos factores importantes: la
relacion innata entre la TFG y la creatinina sérica y la comprensién de que condiciones
distintas a la enfermedad renal intrinseca pueden causar un aumento en la concentracién
de creatinina sérica. (Ettinger et all 2017)

La relacion entre la creatinina sérica y la TFG es tal que cada vez que la TFG disminuye a
la mitad, la concentracion de creatinina sérica se duplica. Por ejemplo, si un perro tiene una
creatinina basal de 0.5 mg/dL y su TFG disminuye en un 50%, la creatinina sérica solo
aumenta a 1.0 mg/dL, aun dentro de los intervalos de referencia. Si ocurre una reduccion
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adicional del 50% en la TFG (ahora al 25% de la TFG original), la creatinina aumentara a
aproximadamente 2.0 mg/dL, ligeramente anormal y a menudo reconocida. Una
disminucion adicional del 50% en la TFG (al 12.5% de lo normal) se refleja en una creatinina
sérica de aproximadamente 4.0 mg/dL. Asi, la pendiente del aumento en la concentracién
de creatinina sérica se vuelve mucho mas pronunciada después de una pérdida sustancial
de la TFG, pero es plana en la mayor parte del rango de la TFG. Se deduce que cuanto
mas amplio sea el rango normal para la concentracion de creatinina sérica, menos sensible
sera para detectar la enfermedad renal intrinseca. Sin embargo, si el rango se vuelve
demasiado estrecho, la creatinina sérica perdera especificidad porque otros factores
pueden influir en el valor: masa muscular corporal, raza, etc. Este dilema es intrinseco a la
naturaleza de la creatinina sérica y limita su utilidad en el diagnéstico temprano de la ERC.
(Ettinger et all 2017)

B~ (Cortadellas 2010)
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Relacidn curvilinea entre la creatinina sérica y la tasa de filtracion glomerular
Dimetil arginina simétrica (SDMA)

La dimetilarginina simétrica (SDMA) es un derivado dimetilado de la arginina producido a
partir de la metilacion intranuclear de residuos de L-arginina por la proteina-arginina
metiltransferasa junto con su estereoisomero dimetilarginina asimétrica (ADMA). La SDMA
se excreta principalmente a través de la filtracidon renal, lo que indica que tiene las
caracteristicas necesarias para ser un marcador enddégeno de la funcién renal. Se ha
demostrado que la SDMA plasmatica se correlaciona bien con la concentracion de
creatinina plasmatica. En gatos azotémicos y no azotémicos, se ha demostrado una
relacion lineal entre el reciproco de la SDMA (1/SDMA) y la TFG evaluada por la depuracion
plasmatica de iohexol, funcionando de manera similar al reciproco de la creatinina
(1/creatinina). Los estudios sugieren que las concentraciones de SDMA estdn menos
influenciadas por la masa muscular corporal que la creatinina plasmatica. Estudios
preliminares sugieren que la SDMA puede ser un marcador mas sensible de la disminucion
temprana de la funcién renal en gatos. La evaluacion de la SDMA no parece verse afectada
por la alimentacion con una dieta renal suplementada con aceite de pescado o L-carnitina
en perros. Sin embargo, aun se requiere mas trabajo para determinar el efecto de
enfermedades concurrentes en este nuevo marcador. Histéricamente, la evaluacion de la
SDMA se ha visto limitada por la necesidad de cuantificacion mediante espectrometria de
masas por cromatografia liquida. Sin embargo, el desarrollo de un inmunoensayo disponible
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comercialmente ha hecho que este marcador esté ampliamente disponible como prueba
diagnéstica clinica.

El proceso de degradacion de proteinas incluye la metilacion de la arginina y la formacion
de numerosas moléculas, incluyendo dimetilarginina asimétrica (ADMA) y dimetilarginina
simétrica (SDMA). ADMA es un inhibidor enddégeno de la éxido nitrico sintasa y esta
asociado con disfuncion endotelial, vasoconstriccion y aumento de la presion arterial. Se
elimina por el higado y los riflones. En contraste, la SDMA tiene poca actividad fisiolégica y
290% se elimina por los rifiones. La eliminacion renal es a través de la filtracion, sin
reabsorcion tubular. Las concentraciones séricas de SDMA se correlacionan bien con la
TFG en gatos y perros. En perros con nefropatia hereditaria ligada al X, la SDMA sérica se
correlaciono con la creatinina y la TFG estimada por iohexol. En un modelo canino de ERC,
la SDMA se correlacioné mejor con la TFG que la creatinina. En 69 gatos con ERC, las
concentraciones de SDMA aumentaron y se correlacionaron con la creatinina; la SDMA
también se correlaciono bien con una gama de TFG en gatos ancianos. (Ettinger et all 2017)

Se ha demostrado que la SDMA es un marcador de enfermedad renal temprana en perros,
gatos y humanos. Los perros con nefropatia hereditaria ligada al X progresan rapidamente
de normales al nacer a enfermedad renal terminal. En una cohorte de perros machos con
nefropatia hereditaria ligada al X, se siguieron las mediciones de SDMA sérica, creatinina 'y
TFG estimada por la depuracion de iohexol a lo largo de su enfermedad. La SDMA aumenté
antes que la creatinina. El valor de SDMA aumenté con disminuciones del 30% en la TFG,
mientras que la creatinina sérica no aumentd hasta una pérdida del 50% al 60% de la
funcidén renal. La creatinina se evalué tanto como un valor de corte sérico Unico como en
tendencia a lo largo del tiempo y en ambos casos la SDMA demostré ser un indicador mas
temprano de la pérdida de funcion renal. La tendencia de la creatinina sérica aumenta su
sensibilidad para detectar la funcion renal reducida y es mejor que una sola medicién. Sin
embargo, la SDMA superd a la tendencia de la creatinina y demostré ser un mejor indicador
de la enfermedad renal temprana. (Ettinger et all 2017)

Estudios longitudinales retrospectivos en perros y gatos que desarrollaron ERC han
proporcionado mas evidencia de que la SDMA sérica aumenta antes que la creatinina. Dos
estudios retrospectivos en perros y gatos realizados durante varios afos, a medida que
desarrollaban ERC de forma natural, mostraron que la SDMA aumentaba antes que la
creatinina, con una media de 17 meses en gatos (rango de 1.5 a 48 meses) y 10.2 meses
en perros (rango de 0.5 a 32 meses). La SDMA aumenté después de una disminucion de
aproximadamente el 40% en la TFG (25% en un caso). (Ettinger et all 2017)

La SDMA es util para identificar y monitorear la enfermedad renal en pacientes
sarcopénicos. Un problema importante con la creatinina es su relacién con la masa
muscular. Un aumento en la masa muscular promueve valores mas altos de creatinina,
mientras que una masa muscular reducida se asocia con valores mas bajos. Por ejemplo,
los gatos ancianos con ERC a menudo desarrollan sarcopenia severa. Debido a la pérdida
de masa muscular, las concentraciones de creatinina sérica son bajas en relacion con la
TFG y subestiman la gravedad de la disfuncion renal. En contraste, la SDMA se ve
minimamente afectada por la masa muscular en perros y gatos. En un estudio en perros
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que comparo la masa corporal magra, la edad, la creatinina sérica y la SDMA, se mostro
que la masa corporal magra y la edad eran variables significativas para la creatinina, pero
no para las concentraciones de SDMA. (Ettinger et all 2017)

La SDMA se utiliza mejor para complementar las pruebas renales existentes. Las
concentraciones séricas de SDMA >14 ug/dL son anormales en perros y gatos. Aumentos
en las concentraciones de SDMA vy creatinina sérica con orina concurrente e
inadecuadamente concentrada son consistentes con la enfermedad renal. Un aumento de
la SDMAy una concentracion de creatinina sérica dentro de los limites de referencia sugiere
una enfermedad renal temprana. Sin embargo, aumentos persistentes de SDMA durante
meses son una evidencia mas fuerte de enfermedad renal. Aumentos persistentes de SDMA
durante mas de 3 meses en perros con creatinina sérica <1.4 mg/dL o gatos con creatinina
sérica <1.6 mg/dL son consistentes con un diagnéstico de ERC en estadio | segun IRIS. A
diferencia de la creatinina, la SDMA no se ve influenciada por la masa corporal magra 'y, por
lo tanto, sera un mejor marcador de la enfermedad renal. (Ettinger et all 2017)

Limitaciones de los parametros directos (tasa de aclaramiento urinario, tasa de aclaramiento en plasma,

escintigrafia) e indirectos (urea, creatinina, SDMA) de medicion de la tasa de filtracion glomerular.

Parametro

Urea

Creatinina

SDMA

Tasa de
aclaramiento

urinario

Tasa de
aclaramiento en
plasma

Escintigrafia

Limitaciones

Variacion diaria de los niveles
Reabseorbida por los tdbules renales

Variacion diaria de los niveles (<0.4
mg/dL o 35 umol/L)
Relacién curvilinea con la TFG

Variacion diaria de los niveles
(<5.98ug/dL)

No hay rangos de referencia en
animales =1 afio

Muy alta sensibilidad a la deteccién de
bajada de TFG

Rangos de referencia muy amplios
Toma de mualtiples muestras de orina
durante un periodo de tiempo
prolongado

Rangos de referencia muy amplios

Rangos de referencia muy amplios
Requiere instalaciones y equipamiento
especializado

Puede requerir sedacion del paciente

Factores que afectan su valor

Ayuno (disminuye)

Contenido proteico de la dieta
Hemorragia gastrointestinal (aumenta)
Funcién hepatica reducida (disminuye)
Diuresis (disminuye)

Hipertiroidismo (disminuye)

Ingesta reciente de comida proteica (aumenta)
Pérdida de masa muscular (disminuye)
Hipertiroidismo (disminuye)

Galgos (aumenta, maxime 19.9 ug/dL21)
Alta carga tumoral (aumenta)

Gatos con diabetes mellitus (disminuye)
Hipertiroidismo (disminuye22)

Estas pruebas diagndsticas estaran afectadas por la calidad
de la técnica y laboratorio en el que se realicen las
mediciones del marcador.

Estas pruebas diagndsticas estaran afectadas por la calidad
de la técnica y laboratorio en el que se realicen las
mediciones del marcador.

Esta prueba puede verse afectada por la experiencia en la
interpretacion de las imagenes.



21

Hallazgos clinicos y laboratoriales que pueden ayudar a diferenciar entre fallo renal agudo y crénico, y algunos

diagnosticos diferenciales mas comunes (TFG: tasa de filtracion glomerular; N: normal; 1 elevado, |disminuido).

Creatinina +N T
Urea N/t N/t
SDMA t T

Normal: no excluye enfermedad renal o FRC.

Disminuido: fallo renal es improbable pero no excluye enfermedad
renal.

Elevado: azotemia prerrenal, renal o postrenal, o ingestion reciente
de carne.

Normal: no excluye enfermedad renal o fallo renal.

Disminuida: no excluye enfermedad renal. Puede indicar fallo
hepatico o pelidipsia/ poliuria.

Elevada: azotemia prerrenal, renal o postrenal, ingestion reciente de
carne, hemorragia gastrointestinal.

Un valor normal no excluye enfermedad renal » Un valor elevado
indica una TFG disminuida pero no es especifico de fallo renal
intrinseco

(Aida Gdmez Selgas 2022)
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CONCLUSIONES

La conclusion sobre la relacion entre la Creatinina y la SDMA en el contexto de la
enfermedad renal destaca varios puntos clave

¢ limitaciones de la creatinina: aunque la creatinina es un marcador renal comunmente
utilizado, tiene limitaciones significativas, especialmente en las etapas tempranas
de la enfermedad renal crénica, debido a su baja sensibilidad y especificidad.

¢ |a SDMA se presenta como un biomarcador mas sensible y precoz para la deteccion
de la enfermedad renal crénica. Su concentracién en sangre esta altamente
correlacionada con la TFG, lo que permite una deteccién mas temprana de la
disfuncion renal.

e Lainclusion de la SDMA en el diagndstico y monitorizacion de la ERC puede mejorar
significativamente la capacidad de detectar y tratar la enfermedad en sus primeras
etapas, lo que podria retrasar su progresion y mejorar la calidad de vida de los
perros.

e Estudios demostraron una correlacion significativa entre los niveles de creatinina y
SDMA en perros, esto significa que en general cuando la creatinina esta elevada, la
SDMA tiende a elevarse de igual manera.

e Utilizar ambos marcadores en conjunto pueden proporcionar una imagen mas
completa de la salud renal de un perro.
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INTRODUCCION
El higado es uno de los érganos mas grandes del organismo y pesa aproximadamente un 3% del peso corporal.
Esta dividido en seis |6bulos, lo que le permite moverse libremente con los movimientos del diafragma. El higado
esta limitado por las costillas, de forma que su palpacion solamente es posible en los casos de hepatomegalia
marcada. Es mas probable apreciar una hepatomegalia en el gato, ya que el diafragma es mas aplanado que
en el caso del perro. Ademas, muchos desdrdenes hepaticos de los perros cursan con una disminucion del
tamafo hepatico en lugar de un aumento. EIl aporte sanguineo al higado procede en un 60-70% de la vena
porta (que lleva sangre desde el estbmago, intestino, pancreas y bazo) y en un 30-40% proviene de la arteria
hepatica. El higado tiene una enorme capacidad de regeneracion. Un 75% del tejido hepatico puede ser
extirpado y es capaz de regenerarse. Durante la regeneracion los hepatocitos se reproducen 1 6 2 veces, y
cuando el higado alcanza su tamafio y volumen original, las células hepaticas vuelven a su estado de quietud.
Con respecto al mecanismo de regeneracion no se conoce bien. Lo que se sabe es que las células
mesenquimaticas del higado y de otros tejidos (pero no los hepatocitos) producen un FACTOR DE
CRECIMIENTO HEPATOCITARIO, que conjuntamente con otros factores como la ILG, el Factor de necrosis
tumoral estimularian la regeneracién de los hepatocitos; cuando el higado llega a su tamafo normal los
hepatocitos producirian una citoquina que actuaria inhibiendo la proliferacion de las células hepaticas.
Células mesenquimaticas (de higado y otros 6rganos

producen

FACTOR CRECIMIENTO HEPATOCITARIO
Insulina, glucagon, IL6, Factor necrosis tumoral

ESTIMULAN REGENERACISN HEPATICA

Cuando el higado alcanza su tamafo normal

Los hepatocitos producen una CITOQUINA que:

- = = =

INHIBE LA PROLIFERACION DE LOS HEPATOCITO

w

En pacientes con enfermedad hepatica (inflamatoria, fibrosis, enfermedades infecciosas, etc) este proceso de
regeneracion y la capacidad funcional del higado se deteriora.

El higado tiene multitud de funciones, las cuales pueden ser alteradas en la enfermedad hepatica. El higado,
por ejemplo, desempefia un papel central en el metabolismo de las proteinas, grasas, carbohidratos, vitaminas
y minerales. El almacenamiento de glucégeno hepatico proporciona al organismo una fuente de glucosa
facilmente disponible. Las reservas de glucogeno se agotan en la insuficiencia hepatica severa (asociada con
cirrosis 0 anomalias vasculares ) y pueden predisponer a la hipoglucemia. La deficiencia puede ser acentuada
por la disminucion en la ingesta de alimentos que agota mas la reserva de glucdgeno ya insuficiente.



HEPATOPATIA CRONICA La hepatitis cronica se describe como un grupo heterogéneo de enfermedades en las
cuales se producen cambios inflamatorios y necréticos, acompafado de cirrosis o sin ella, y llevan finalmente
a la insuficiencia del 6rgano. La Hepatitis Crénica (HC) se refiere a un sindrome que antes se ha identificado
con varios nombres ( p.ej. Hepatitis cronica activa, hepatitis cronica persistente, hepatitis lobulillar crénica). En
la HC hay necrosis hepatocelular que se asocia a una inflamaciéon predominantemente linfoplasmocitica que
normalmente progresa a fibrosis y/o cirrosis. Se han propuesto muchas causas posibles de la enfermedad, se
destacan la hepatitis familiar en el Beldington terrier, Terrier blanco de west higland, Skye terrier, Doberman, y
se especula en el Labrador retriever y Cocker spaniel. En las tres primeras se confirmé la presencia de cobre
en altas concentraciones en el higado (calcosis hepatica) éste es toxico para el mismo. Aun se discute si en el
Doberman, el cobre que se acumula en esta raza provoca la enfermedad o es consecuencia de la colestasis
que se establece en el curso de la misma. Los procesos infecciosos pueden se causa de la patologia, se
mencionan la hepatitis infecciosa canina, la hepatitis de células acidéfilas causada aparentemente por un virus
(reportada en Gran Bretafia) y la leptospirosis. Muchos medicamentos pueden dafar el higado se ha observado
el mismo con el uso de una combinacidon antiparasitaria de dietilicarbamacina + oxibendazol, los
anticonvulsivantes donde se destaca el fenobarbital, los glucocorticoides (hepatitis esteroidea), y la trimetroprim-
sulfa. En la hepatitis esteroide se acumula anormalmente glucégeno en el higado (no es un proceso
necroinflamatorio) y es discutible la importancia de su impacto clinico. Entre las de causa desconocida se
destacan las idiopaticas: la hepatitis disecante lobulillar, la fibrosis hepatica, y la hepatitis crénica idiopatica. La
IH Crénica es una patologia mucho mas frecuente que la IH Aguda - Fisiopatologia: Cuando una noxa actua
sobre el higado (farmacos, virus, bacterias, metales, reacciones inmunoldgicas) se produce una lesion
hepatocelular. Luego de la misma comienza la regeneracion y la morfologia y funcién pueden normalizarse si
la noxa desaparece. Cuando la noxa persiste provoca una reaccion inflamatoria cuya secuela es una hepatitis
aguda, subaguda o crénica. Estas consecuencias tienden a persistir cuando el agente lesivo continua con sus
efectos. Sin injuria adicional por virus, drogas o toxinas, es posible la restauracion estructural hepatica. En
algunos casos la patologia progresa a pesar de haber eliminado la causa. EI mecanismo por el cual se produce
la continuidad e intensificacion del proceso en la hepatitis cronica se desconoce pero se la puede conjeturar a
partir de la naturaleza de los cambios histopatolégicos. El tipo celular inflamatorio predominante en la HC es el
linfocito, el cual asociado a los plasmocitos participarian en una funcion inmunomediada que perpetua el
proceso, prescindiendo de la causa inicial.

Patogenia. Cuando la noxa inicial actua sobre el higado provoca una lesién en los hepatocitos, dejando
expuestos al sistema inmune sistémico una serie de antigenos que hasta el momento de danarse las células
permanecian ocultos de la vigilancia inmunolégica (Determinante criptico expuesto). Esto provoca una
infiltracién inflamatoria linfoplasmocitica del area portal. Se comprobé que los plasmocitos que infiltran el higado
pueden sintetizar anticuerpos dirigidos contra esos antigenos hepatoespecificos que permanecian ocultos al
sistema inmunolégico. Las células plasmaticas y linfocitos que penetran por el area portal causan necrosis de
la membrana limitante permitiendo que el proceso se extienda dentro del parénquima hepatico.

El dafio de la estructura hepatica abre rutas para que las células inflamatorias migren desde las areas portales.
Las células inflamatorias causan necrosis hepatocelular, que crea un espacio (es decir, pérdida de hepatocitos)
que se rellena con mas células inflamatorias. La respuesta del higado ante la necrosis consiste en producir
hepatocitos y epitelio en el conducto biliar. Cuando la arquitectura hepatica no es destruida es posible la
regeneracion. Sin embargo las células inflamatorias liberan una serie de sustancias que atraen a las células
productoras de colageno. El colageno se deposita en adyacencias de los hepatocitos a lo largo de los margenes
portales del lobulillo y en los tabiques de la inflamacion que se propaga desde las areas portales hasta las venas
centrales. Una acumulacion anormal de colageno en el higado sin pérdida de la arquitectura normal se
denomina fibrosis. 2



Este proceso es potencialmente reversible y esta asociado a una colagenasa presente en las células de Kupffer
que exhibe hiperactividad en la fibrosis hepatica. La cirrosis es una fibrosis avanzada donde se pierde la
arquitecura hepatica normal. La anormalidad principal de la cirrosis hepatica es la presencia de fibrosis, que
consiste en el depdsito de fibras de colageno en el higado, pero para que se pueda hacer el diagndstico
anatomopatologico de cirrosis, este acumulo de fibras ha de delimitar nédulos (nédulos regenerativos con
desorganizacion estructural), es decir, aislar areas de tejido hepatico, alterando la arquitectura del érgano y
dificultando la relacion entre los hepatocitos y los finos vasos sanguineos a través de los cuales ejercen su
funcion de sintesis y depuracion y a través de los cuales se nutren. A diferencia de la fibrosis, la cirrosis es un
proceso irreversible. (1)

D) ANTECEDENTES

Cuando las células del higado se inflaman de forma crénica (por ejemplo, por la infeccién de un virus o por el
alcohol) se produce un tejido mas fibroso parecido a una cicatriz. A medida que las células del higado son
sustituidas por este tejido, se vuelve mas rigido y disminuye la capacidad normal de funcionamiento. De la
extensioén de esta fibrosis depende el prondstico y la gravedad de la enfermedad hepatica. Hasta ahora la Unica
técnica para determinar el grado de fibrosis era la biopsia hepatica (una puncién para obtener un trozo de tejido
hepatico). Sin embargo, se trata de una técnica invasiva que requiere ingreso hospitalario y que en algunos
casos puede tener complicaciones. (2)

Actualmente, gracias a los avances de las técnicas de imagen, se ha desarrollado una nueva técnica basada
en la evaluacion de la elasticidad o rigidez hepatica llamada elastografia transitoria (Fibroscan®). Esta técnica
permite medir la dureza y cuantificar la fibrosis hepatica de manera sencilla y totalmente indolora mediante
ultrasonidos, el resultado se obtiene de forma inmediata y se puede repetir periodicamente de forma segura.
El Fibroscan® funciona de manera similar a un aparato de ecografia, dispone de una sonda emisora-receptora
que emite dos tipos de ondas:

- Una onda pulsétil vibratoria que penetra en el tejido hepatico.

- Una onda de ultrasonidos que capta la velocidad a la que se propaga la primera onda.

- La maquina procesa la informacién y genera en una pantalla de video una imagen correspondiente a la onda
elastica con un valor de rigidez hepatica medido en kilopascales (kPa).

Si la onda vibratoria viaja lentamente quiere decir que el tejido del higado es elastico, si la onda viaja rapido
quiere decir que el higado es poco elastico o existe fibrosis por lo que el valor final es alto. (2)

Es por eso importante disponer de técnicas de laboratorio no invasivas que nos permitan evaluar la integridad
y funcionalidad del 6rgano

Actualmente los diagndsticos basados en la imagenologia ha sido una herramienta indispensable y factible en
la medicina veterinaria, ya que permite realizar un diagndstico temprano y certero de las diferentes patologias
que afectan a los animales domésticos, ya que las imagenes ecograficas se basan en la produccion de ondas
a partir de los cristales piezoeléctricos que se producen de la sonda del ecografo; del cual estas ondas
atraviesan los tejidos y se regresa emitiendo una sefial acustica que es transformada por los cristales en sefal
eléctrica. Esta, una vez analizada por el ecégrafo se traducira en una imagen en la pantalla del tejido en
cuestion, permitiendo la visualizaciéon de cortes tomograficos de érganos y tejidos, logrando valorar situacion,
tamano, forma, extension, delimitacion y arquitectura interna.
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Por ello la ecografia, es una técnica inocua, no invasiva y bien tolerada por los animales no sedados que no
requiere de mayores preparaciones, sélo se necesita que el paciente tenga un ayuno minimo de ocho horas y
que haya tomado suficiente cantidad de liquido sin orinar.

¢Qué es la elastografia?
La elastografia es una técnica de toma de imagenes médicas no invasiva que ayuda a determinar la rigidez de
los 6rganos y otras estructuras en su cuerpo. Se utiliza comunmente para evaluar el higado. La elastografia
envia vibraciones de baja frecuencia indoloras hacia el interior del higado. El ultrasonido (US) o la resonancia
magnética nuclear (RMN) miden cuan rapidamente estas vibraciones se mueven a través del 6rgano. Una
computadora utiliza esta informacion para crear un mapa visual que muestra la rigidez (o elasticidad) del higado.
La presencia de tejido rigido en el higado generalmente es sefial de la presencia de una enfermedad. La
enfermedad del higado puede causar una acumulacién de tejido cicatrizal (fibrosis). Las personas con fibrosis
hepatica no siempre presentan sintomas. Si se la deja sin tratar, la fibrosis hepatica puede avanzar hacia una
condicidon mas grave denominada cirrosis. La cirrosis puede afectar severamente la funcién de su higado, y
puede ser fatal.
Se podria utilizar la elastografia, en vez de la biopsia, para evaluar si usted tiene enfermedad del higado.
Durante una biopsia del higado se utiliza una aguja para obtener una pequefia muestra de su higado para su
evaluacién bajo el microscopio.
Cuales son algunos de los usos comunes del procedimiento?
Se utiliza la elastografia para evaluar la presencia de enfermedad en el higado. La técnica puede:

e detectar y evaluar cuan severa es la enfermedad del higado

e guiar las decisiones de tratamiento

e monitorear la respuesta al tratamiento

e guiar o reemplazar una biopsia de higado

e ayudar a predecir el riesgo de complicaciones de la enfermedad del higado, tales como la acumulacion

de liquidos en el abdomen (ascitis).

También se utiliza la elastografia para diagnosticar condiciones en otros 6rganos tales como los senos, la
tiroides y la préstata. Se utiliza para evaluar la condicién de los musculos y los tendones.
Elastografia por RMN
La unidad de RMN tradicional es un gran tubo de forma cilindrica rodeado por un iman circular. Usted debera
recostarse sobre la mesa de examen que se desliza adentro de un tunel hacia el centro del iman.
Algunas unidades de RMN, denominadas sistemas de diametro interior corto, estan disefiadas para que el iman
no lo rodee completamente. Algunas maquinas mas modernas de RMN tienen un didmetro mas grande que
puede resultar mas comodo para los pacientes de talla mas grande, o para aquellos con claustrofobia. Las
unidades de RMN abiertas pueden proporcionar imagenes de alta calidad para muchos tipos de examenes. Los
equipos de RMN abiertos podrian no ser utilizados para ciertos tipos de examenes. Para mas informacioén
consulte a su radiélogo.
Actualmente no se puede realizar una elastografia por RMN utilizando la maquina abierta de RMN.
Elastografia por ultrasonido
Las maquinas de ultrasonido estdan compuestas por una computadora y un monitor de video unidos a
un transductor. El transductor es un dispositivo portatil pequefio que parece un micréfono. Algunos examenes
podrian utilizar diferentes tipos de transductores (con capacidades diferentes) durante un mismo examen.


https://www.radiologyinfo.org/es/info/fatty-liver-disease
https://www.radiologyinfo.org/es/info/cirrhosisliver
https://www.radiologyinfo.org/es/info/biopgen
https://www.radiologyinfo.org/glossary?modal=1&id=ezFGQzc4NUE0LThDMzgtNEZBNi1COEVELTYyREY3MUI0RkU1NX0=
https://www.radiologyinfo.org/glossary?modal=1&id=e0I3N0U2MDBDLUZCNTgtNEJEQS1CMDhDLTJCOUQ3REVEOEM3OX0=
https://www.radiologyinfo.org/glossary?modal=1&id=e0VFMDgxM0RDLUJFN0ItNEMzOS1BQzZBLTQzOTcyNzU2OUNBRX0=
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El transductor envia ondas sonoras de alta frecuencia inaudibles hacia adentro del cuerpo y capta los ecos de
retorno. Los mismos principios se aplican al sonar utilizado por barcos y submarinos.

El tecndlogo aplica una pequena cantidad de gel en el area bajo examinacién y coloca alli el transductor. El gel
permite que las ondas sonoras viajen de ida y vuelta entre el transductor y el area bajo examinacion. La imagen
por ultrasonido se puede ver inmediatamente en un monitor. La computadora crea la imagen en base al volumen
(amplitud), el tono (frecuencia) y el tiempo que le lleva a la sefal de ultrasonido volver hacia el transductor.

¢, Como es el procedimiento?

Se coloca una sonda de ultrasonido (US) o un transductor de RMN en la superficie de la piel. La sonda o
transductor envia vibraciones de baja frecuencia indoloras a través del cuerpo hacia el 6rgano que esta siendo
examinado. Por lo general es el higado. Las imagenes por RMN o US miden y graban cuan rapidamente se
mueven las vibraciones a través del 6rgano. Una computadora utiliza esta informacion para crear un mapa
visual mostrando la rigidez (o elasticidad) del érgano.

Elastografia por ultrasonido

Las imagenes por ultrasonido utilizan los mismos principios del sonar que los murciélagos, los barcos y los
pescadores utilizan. Cuando una onda acustica choca contra un objeto, rebota o genera un eco. Al medir estas
ondas causadas por el eco es posible determinar la distancia a la que se encuentra el objeto asi como su forma,
tamano y consistencia. Esto incluye si se trata de un objeto sélido o que contiene fluido.

Los médicos utilizan el ultrasonido para detectar cambios en el aspecto y funcién de los érganos, tejidos y vasos,
o para detectar masas anormales como los tumores.

En un examen por ultrasonido, un transductor envia las ondas sonoras y recibe las ondas del eco (retorno).
Cuando se presiona el transductor contra la piel, envia pequefios pulsos de ondas acusticas de alta frecuencia
inaudibles hacia el interior del cuerpo. A medida que las ondas acusticas rebotan en los 6rganos internos, fluidos
y tejidos, el receptor sensible del transductor registra cambios minimos que se producen en el tono y direccion
del sonido. Una computadora mide instantaneamente estas ondas caracteristicas y las despliega en un monitor
como imagenes en tiempo real. El tecndlogo generalmente captura uno o mas cuadros de las imagenes en
movimiento en forma de imagenes estaticas. También podrian grabar videos cortos de las imagenes.
Elastografia por RMN

A diferencia de los examenes convencionales de rayos X y los de exploracién por tomografia computarizada
(TC), la RMN no utiliza radiacién. En cambio, ondas de radiofrecuencia realinean los atomos de hidrégeno que
existen naturalmente adentro del cuerpo. Esto no causa ningun cambio quimico en los tejidos. A medida que
los atomos de hidrogeno regresan a su alineamiento habitual, emiten diferentes cantidades de energia
dependiendo del tipo de tejido del cuerpo en el que se encuentren. El explorador de RMN captura esta energia
y crea una fotografia utilizando esta informacion.

En la mayoria de las unidades de RMN el campo magnético se produce al pasar una corriente eléctrica a través
de las bobinas de cable. Otras bobinas estan adentro de la maquina y, en algunos casos, se las ubica alrededor
de la parte del cuerpo de la que se estan adquiriendo imagenes. Estas bobinas emiten y reciben ondas de radio,
produciendo sefiales que son detectadas por la maquina. La corriente eléctrica no entra en contacto con el
paciente.

Una computadora procesa las sefiales y crea una serie de imagenes, cada una de las cuales muestra una fina
tajada del cuerpo. El radiélogo puede estudiar estas imagenes desde diferentes angulos.

La RMN a menudo tiene una mejor capacidad para diferenciar entre el tejido enfermo y el tejido normal que los
rayos-X, la TC y el ultrasonido.


https://www.radiologyinfo.org/glossary?modal=1&id=e0VFMDgxM0RDLUJFN0ItNEMzOS1BQzZBLTQzOTcyNzU2OUNBRX0=

Elastografia por ultrasonido

El tecndlogo aplica un gel claro a base de agua en el area que se esta examinando. Esto ayuda a que el
transductor haga contacto en forma segura con el cuerpo. También ayuda a eliminar las cavidades con aire
entre el transductor y la piel que podrian bloquear el paso de las ondas de sonido adentro de su cuerpo. El
tecnodlogo o el radidlogo coloca el transductor contra la piel en varios lugares, desplazandolo sobre el area de
interés. También podrian inclinar el angulo del haz de sonido hacia una posicion diferente para observar mejor
el area de interés.

Para una elastografia del higado, la sonda se coloca entre las costillas en el lado derecho de la pared inferior
del térax. Se envia una serie de 10 vibraciones indoloras a través del cuerpo hacia el higado. Completar la parte
de un examen por ultrasonido que corresponde a la elastografia, por lo general, sélo lleva cinco minutos. No
obstante, se la puede hacer como parte de un ultrasonido estandar del higado o del abdomen, en cuyo caso
completarla podria llevar alrededor de 30 minutos.

Elastografia por RMN

El tecndlogo lo ubicara en la camilla mévil de examen. Podrian usar correas y refuerzos para ayudarlo a
permanecer inmovil y mantener su posicion.

Para la elastografia del higado se coloca una pequefia pieza de equipo, denominada transductor, en la superficie
de su piel del lado derecho de la pared inferior de su térax. Se podrian colocar alrededor o al lado del area unos
aparatos pequeinos que contienen bobinas capaces de enviar y recibir ondas de radio. Lo colocaran dentro del
iman de la unidad de RMN. El radiélogo y el tecndlogo llevaran a cabo el examen mientras trabajan desde una
computadora que se encuentra afuera de la sala. Mientras contiene su respiracion, el transductor envia
pequefas vibraciones hacia su higado.

La elastografia por RMN lleva menos de cinco minutos, pero se la hace generalmente como parte de un examen
estandar de RMN. Una RMN del higado se completa generalmente en unos 45 minutos.

El advenimiento de la ecografia como método rutinario para la exploracion de las enfermedades hepaticas ha
permitido ampliar el campo de las técnicas exploratorias del higado. Al ser un método inocuo y de alta fiabilidad,
se ha situado en primer lugar entre los diferentes procedimientos diagndsticos, complementando la radiografia
y el laboratorio bioquimico .

Por otra parte, la ecografia intervencionista permite la obtencién de biopsias de lesiones hepéaticas dirigidas por
ultrasonido y facilita la aproximacion al diagndstico etioldgico .

Para la ejecucion e interpretacidon de las imagenes registradas se requiere una combinacién de pericia técnica
y experiencia. Algunos diagnésticos se efectuan con rapidez y seguridad, otros requieren la comparacion de
imagenes en examenes secuenciales. La ultrasonografia brinda informacién referida a alteraciones
estructurales que afectan al higado. Normalmente el parénquima hepatico tiene una ecogenicidad homogénea
de nivel medio, comparada con la de corteza renal y bazo , siendo posible distinguir con relativa facilidad las
estructuras ocupadas con liquido de aquellas con tejido blando y soélido, como asi también la visualizacién de
anormalidades en la vesicula biliar, vasos hepaticos y érganos adyacentes.

Las alteraciones difusas que afectan al higado se pueden manifestar con un aumento de la ecogenicidad
(hiperecogenicidad), como en los casos de hepatopatia esteroide y lipidosis, o con una disminucién (hipoeco
genicidad) observada en la congestion pasiva, linfoma y hepatitis supurativa. Otra de las ventajas de la
ultrasonografia es que permite diferenciar entre ictericia obstructiva y no obstructiva mediante la evaluacion

de la permeabilidad de los canaliculos biliares. Con respecto al tamafio hepatico, la ecografia puede distinguir
entre hepatomegalia y masas adyacentes al higado originadas en 6rganos vecinos. Puede demostrar variantes
anatémicas como el aumento de volumen de un higado normal.
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Cuando existe una auténtica hepatomegalia la ecografia permite diferenciar entre obstruccion biliar y congestiéon
hepatica; en esta ultima resaltara la distension de las venas hepaticas y la cava inferior .
Se ha demostrado que la ecografia presenta limitaciones en cuanto a especificidad y sensibilidad para discernir
entre las distintas alteraciones del parénquima hepatico. Existe un limite potencial para la realizacion
de un diagnéstico especifico basado solamente en las caracteristicas eco—texturales de la lesion. Por ejemplo,
la hiperplasia nodular, una lesion sin importancia relacionada con la edad, puede asemejarse a una neoplasia.
Alteraciones difusas e infiltrativas como las del linfoma pueden pasar desapercibidas porque no alteran la
estructura del érgano y muchas veces se manifiestan solamente por variaciones de ecogenicidad, compatibles
con otras patologias que afectan a este 6rgano. En estos casos la utilidad de la ecografia es la de ser una
herramienta que permite llegar a un sector determinado del érgano, guiando y optimizando la toma de
muestra para citologia o histopatologia. (4)

E) MARCO DE REFERENCIA

HIPOTESIS

Si la inflamacién crénica del tejido hepatico producida por una infeccién, produce tejido fibroso, entonces se
vera disminuida la capacidad de funcionamiento del tejido y por lo tanto del 6rgano, que puede ser diagnosticado
mediante el uso de la ecografia (elastografia)

OBJETIVOS
1. Demostrar la capacidad Diagnéstica de la Elastografia, sin ser una técnica invasiva
2. Determinar la gravedad de la enfermedad de acuerdo a la extension de la fibrosis (parametros), mediante
el uso de la Elastografia

F) MATERIAL Y/O METODOS

Existen 2 clases de sonoelastografia bien diferenciadas: la semicuantitativa (strain elastography) y la
cuantitativa (shear-wave elastography). La elastosonografia semicuantitativa adquiere primero los datos
correspondientes a la anatomia tisular antes de la deformacion o compresion. Posteriormente se aplica una
pequena presion mediante un compresor externo (transductor ecografico) o una funcién fisioldgica (respiracién)
y se adquiere otro mapa de la anatomia tisular (poscompresién o deformacién). El desplazamiento del tejido
deformado se calcula mediante la comparacion de estos 2 mapas anatéomicos y se refleja en un mapa de
colores. La elastosonografia cuantitativa mide el desplazamiento del tejido independientemente de la presién
aplicada, al enviar microimpulsos acusticos con niveles minimos de energia hacia los diferentes tejidos. De esta
manera, se crea un mapa tisular relativo al desplazamiento de las estructuras adyacentes. La ventaja de esta
con respecto a la anterior es obvia: no hay necesidad de comprimir con el transductor, por lo que existe menos
variabilidad intra e interobservador, es decir, mayor reproducibilidad. Dentro de la elastosonografia cuantitativa
podemos distinguir 3 subgrupos de imagenes: la «cualitativa», que nos ofrece un mapa de colores de la lesién
con respecto al tejido adyacente, la «cuantitativa», que nos da un valor en kPa o m/s que nos proporciona
valores numéricos acerca de la mayor o menor deformidad en una regién de interés elegida por nosotros, y un
ultimo subgrupo que combina en una misma imagen las 2 anteriores, es decir, sobre un mapa cualitativo de
colores podemos medir el valor de dureza del tejido en una region de interés.
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Del total de caninos que asistieron a consultorios externos del Hospital de Clinicas de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la UNNE (Corrientes, Argentina) durante el periodo comprendido entre febrero de 2007 vy
noviembre de 2009 (n = 14.627), el 7% de ellos (n = 995) fue derivado al Servicio de Ecografia. De ese total, 52
pacientes fueron involucrados como sospechosos de padecer alteraciones hepaticas, considerando sus
historias clinicas, sintomas y pruebas de laboratorio. Los caninos, de ambos sexos y diferentes razas y edades,
se presentaron con un ayuno solido de 12 horas y dos horas de retencién de orina. La preparacion del paciente
se realizd mediante un rasurado desde caudal de la apofisis xifoidea del esternén, en una zona de 10 cm de
ancho. Para el estudio ecografico se utilizé un equipo Berger 2010 y transductores convexos, microconvexos y
lineales, con frecuencias de 5, 6 y 7,5 mhz. Para homogenizar el contacto de la sonda con la zona rasurada se
aplicé un gel de acoplamiento acustico en la piel. Los animales fueron posicionados sobre una mesa en decubito
lateral o dorsal y en algunos casos de pie. La técnica de exploracion se inicié con un barrido completo del
abdomen y prosiguié con la investigacion del higado, para lo cual se utilizaron distintas vias de abordaje: por
debajo del hipocondrio, mediante cortes transversales y longitudinales y en algunos casos mediante abordajes
intercostales. Las imagenes observadas fueron clasificadas considerando el tamano, vascularizacion,
caracteristicas del parénquima, vias biliares, vesicula y relacion del higado con otros 6rganos. Cuando se
consideraron necesarias, se efectuaron punciones percutaneas con aguja para la obtencién de muestras
citolégicas del higado, previa verificacion del tiempo de coagulacion.

G) RESULTADOS Y H) DISCUSION

El estudio representativo de la técnica mencionada incluye a 52 pacientes sospechosos de padecer
enfermedades hepaticas, el 27% (n = 14) presento alteraciones exclusivamente en el higado y el 73% restante
(n = 38) presentd alteraciones tanto en higado como en otros érganos. Teniendo en cuenta que estos caninos
fueron incluidos por sospecha de enfermedad hepatica, el hallazgo de un alto nimero de compromiso de dos o
mas organos sefiala la utilidad de la ecografia para excluir el diagndstico de enfermedad hepatica unica y
ampliarlo a otras patologias abdominales, en coincidencia con las aseveraciones de otros autores. La
exploracién de otros 6rganos como bazo, pancreas, rifiones, glandulas adrenales y linfonédulos es necesaria
para determinar las relaciones anatémicas y poder distinguir entre hepatomegalia y masas adyacentes al higado
originadas en 6rganos vecinos, como linfoma, tumores renales y adrenales. Si bien la ecografia no es el mejor
método para determinar el tamafo hepatico, en la casuistica investigada existieron mas casos de aumentos
que de disminuciones. Cabe destacar que cuando existe una auténtica hepatomegalia, la ecografia permite
diferenciar entre un higado congestivo, de la hepatomegalia que resulta de la obstruccion biliar. La
hepatomegalia secundaria a tumores hepaticos, infiltraciones, enfermedades infecciosas localizadas o
traumaticas, también pueden ser caracterizadas a partir de la imagen ecografica. En la evaluacion del
parénquima hepatico debe tenerse en cuenta su ecogenicidad, que es la suma de la amplitud (tamafo de los
ecos) mas la distancia que existe entre ellos (densidad ecografica). La ecogenicidad del parénquima del higado,
por lo general es igual o mayor que la de la corteza renal y menor que la del bazo. En el presente trabajo hemos
observado una mayor cantidad de casos con alteraciones hiperecogénicas, hallazgos compatibles con
sospecha clinica de hepatopatia esteroide, hepatitis crénica y lipidosis. Los patrones mixtos, donde la
ecogenicidad esta alterada en distintas proporciones, ocurren en algunas inflamaciones difusas, téxicas o
neoplasias, siendo dificil determinar si lo anormal es la mayor o la menor ecogenicidad. Las alteraciones
hipoecogénicas se registraron en menor porcentaje; este patrén ha sido reportado tanto en perros como en
gatos con procesos infiltrativos difusos tales como linfomas, leucemia y amiloidosis. Para algunos autores, una
de las principales razones para el uso de la ultrasonografia en la evaluacion de la enfermedad hepatica es



diferenciar los procesos locales de los difusos. Debe destacarse que en la presente compilacion se registré
mayor numero de pacientes con anormalidades ecogénicas difusas (81%) que focales.
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En las hepatopatias difusas se debe considerar la estructura del parénquima, la cual puede ser homogénea
(cuando los ecos se distribuyen regular y uniformemente) o heterogéneas (cuando se distribuyen
irregularmente). La casuistica aqui estudiada indica la existencia de mayor numero de pacientes que
presentaron estructura heterogénea que homogénea. En la identificacion de anormalidades del parénquima
hepatico, tracto biliar y sistema vascular, la ecografia ha llegado a ser una herramienta esencial y, en algunos
casos, ha reemplazado a la radiografia como procedimiento. Respecto a la relacién del higado con las
patologias de la vesicula biliar, estas ultimas fueron registradas en 7 de los 52 pacientes con hepatopatias, lo
que representa un 13%. Las alteraciones de las vias biliares pueden ser extrahepaticas, donde se observa una
marcada distension de la vesicula biliar acompafiada por un cuello tortuoso y dilatado; o intrahepatica, como es
el caso de la colecistitis. Si bien con ecografia convencional es posible detectar algunas alteraciones vasculares,
es en este punto donde el doppler color (ecodoppler) ha desplazado a la ultrasonografia, aportando imagenes
de precision que permiten evaluar no solo la vasculatura sino también la circulacion, teniendo en cuenta la
estructura de los vasos, la presion sanguinea y el flujo sanguineo. No obstante, trabajando con ecografia
convencional, hemos podido detectar 14 pacientes con trastornos vasculares. La mayoria de los pacientes
presentaron congestién pasiva asociada con insuficiencia cardiaca derecha y distension vascular. Los alcances
de la ecografia hepatica se ampliarian notablemente con el uso de ultrasonografia de contraste o técnicas de
ecodoppler. El desarrollo tecnolégico de los ecégrafos ha condicionado tanto la precision diagndstica de esta
técnica como la habilidad clinica para el diagnéstico, siendo una herramienta practica y segura para los
pacientes. Gracias a la ecografia, ahora se pueden considerar enfermedades tales como la colecistitis o
colangitis en el diagnéstico diferencial de ictericia, o pueden efectuarse diagndsticos tempranos (algunas veces
azarosos) de masas hepaticas cuando examinamos el higado de un perro con alteraciones bioquimicas y sin
sintomatologia especifica. No obstante, se ha demostrado la existencia de dos grandes limitaciones de la
ecografia con respecto a las alteraciones del parénquima hepatico:
con frecuencia depende de los resultados de la biopsia hepatica. Se postula que para mejorar la eficacia
diagnéstica de la ultrasonografia hepatica se necesitaria un protocolo estandarizado de investigacion. Esto
incluiria pautas como seleccién de la frecuencia 6ptima del transductor teniendo en cuenta el tamafo del
paciente, realizacién de una observacion cuidadosa del parénquima hepatico y compararlo con el bazo y la
corteza renal, evaluacién meticulosa del abdomen, linfonddulos, area pancreatica y resto de las estructuras
abdominales relacionadas.

A continuacion tenemos los parametros de medicidon que se utilizan al analisis de alteraciones hepaticas en
humanos, recordando y tomando en cuenta que muchos de los aparatos de uso humano han sido adaptados
y/o calibrados para su uso en medicina Veterinaria, y asi poder obtener resultados tanto cualitativos como
cuantitativos

FibroScan es un tipo de elastografia hepatica. FibroScan es una tecnologia de ultrasonido especial que mide la
rigidez del higado (dureza) y los cambios grasos en el higado. Estas medidas ayudaran a su proveedor de
cuidados de la salud a averiguar mas sobre su enfermedad hepatica. (7)

Estos son algunos términos utiles que debe conocer en relacion con los resultados de FibroScan:

Fibrosis: cicatrices en el higado.



Rigidez del higado: dureza del higado relacionada con las cicatrices del higado.
Cambios grasos: una acumulacion anormal de grasa en el higado.
Esteatosis: una afeccion causada por tener demasiada grasa en el higado. 9

Puntuacion CAP: la forma en que se mide el porcentaje de cambio graso en su higado.
La fibrosis y la esteatosis se miden por separado.

La puntuacion CAP se mide en decibeles por metro (dB/m). Esta puntuacion fluctua entre los 100 y los 400
dB/m. Su puntuacién CAP y el grado de esteatosis pueden aumentar o disminuir con el tiempo.

La siguiente tabla muestra los intervalos de puntuaciones CAP y su correspondiente grado de esteatosis.
Muestra cuanto de su higado se ve afectado por la acumulacion de grasa. Los higados normales pueden tener
hasta un 5 % de cambios grasos en ellos. Una puntuacion por debajo de 238 dB/m significa que la cantidad de
cambio graso en el higado no es mas alta de lo normal.

Informacion sobre su resultado de rigidez del higado

Puntuacién CAP Grado de esteatosis  Parte del higado afecta por cambios grasos
238 a 260 dB/m S1 Menos de %5 (11 % a 33 %)

260 a 290 dB/m S2 Entre 5y % (34 % a 66 %)

290 a 400 dB/m S3 Mas de % (67 %)

El resultado de la rigidez del higado se mide en kilopascales (kPa). Los resultados normales suelen estar entre
2y 7 kPa. Su resultado puede ser mas alto que el rango normal si tiene una enfermedad hepatica. El resultado
mas alto posible es de 75 kPa.



Uso del resultado de la rigidez del higado para encontrar su puntuacién de fibrosis.

Normal: esto significa que no hay cicatrices en el higado o que las que hay son leves.
Moderada y grave: esta es una cicatrizacion del higado que se puede revertir (deshacer) si se trata la
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enfermedad hepatica. Una buena nutricién y cambios saludables en el estilo de vida también pueden
retrasar o revertir la acumulacion de cicatrices en el higado. Es posible que no tenga ningun sintoma de
cicatrizacién moderada del higado.

Avanzada: la cirrosis es una forma tardia de cicatrizacion hepatica avanzada. Esto sucede con el tiempo
en la enfermedad hepatica cronica.

Debe usar la tabla de la siguiente manera:

Encuentre la enfermedad hepatica que tiene en la primera columna de la izquierda.

Encuentre el resultado de la rigidez del higado en la segunda columna de la izquierda. Siga la fila que
tenga sus resultados. Los intervalos de puntuaciones de rigidez hepatica de la tabla son estimaciones
(no exactas).

Lea el resto de esa fila de izquierda a derecha. Encontrara su puntuacién de fibrosis en la tercera
columna de la izquierda. La ultima columna le dice cuanta cicatrizacion tiene

su higado.
Diagnostico de Resultado de rigidez Puntuacion de fibrosis | El higado
enfermedad hepatica
Enfermedad 2a7kPa FO a F1 Es normal.
relacionada con el
alcohol
7 a 11 kPa F2 Tiene cicatrices
moderadas.




11 a19 kPa F3 Tiene cicatrices graves.
19 kPa o mas F4 Tiene cirrosis.
Enfermedad colestatica | 2 a 7 kPa FO a F1 Es normal.
7 a9kPa F2 Tiene cicatrices
moderadas.
9a 17 kPa F3 Tiene cicatrices graves.
17 kPa o mas F4 Tiene cirrosis.
Hepatitis B 2a7kPa FOaF1 Es normal.
8 a9kPa F2 Tiene cicatrices

moderadas.




8 a 11 kPa F3 Tiene cicatrices graves.
12 kPa o mas F4 Tiene cirrosis.
Hepatitis C 2a7kPa FOaF1 Es normal.
8 a 9 kPa F2 Tiene cicatrices
moderadas.
9 a 14 kPa F3 Tiene cicatrices graves.
14 kPa o mas F4 Tiene cirrosis.
Coinfeccién de 2a7kPa FO a F1 Es normal.
HIV/HCV
7 a 11 kPa F2 Tiene cicatrices

moderadas.




11 a 14 kPa F3 Tiene cicatrices graves.
14 kPa o mas F4 Tiene cirrosis.
Esteatohepatitis no 2a7kPa FOaF1 Es normal.
alcohdlica (NAFLD o
NASH)
7.5a 10 kPa F2 Tiene cicatrices
moderadas.
10 a 14 kPa F3 Tiene cicatrices graves.
14 kPa o mas F4 Tiene cirrosis.

Trastornos que pueden afectar sus resultados de fibrosis

Ciertas afecciones pueden causar un resultado de rigidez del higado demasiado alto, lo que lo hace incorrecto.
Es posible que tenga menos cicatrices de lo que sugieren los resultados. Eso puede suceder si usted tiene:

Inflamacion (hinchazoén) del higado: Esto puede ser causado por una enfermedad hepatica reciente.
También puede ser causado por el consumo excesivo de alcohol a largo plazo.

Tumores benignos (no es cancer) o cancerosos (cancer) en el higado.

Congestion hepatica: Esto significa que el higado esta demasiado lleno de sangre u otros liquidos. Eso
normalmente es causado por insuficiencia cardiaca.




FibroScan puede dar resultados menos precisos o0 no dar ningun resultado si tiene:

Obesidad: esto significa que su indice de masa corporal (IMC) es superior a 30 (un valor alto y no
saludable de grasa corporal).

Ascitis: acumulacién de liquido en el estbmago.

Obstruccion biliar: un bloqueo que no permite que salga suficiente bilis del higado.

Tejido cicatricial: tejido de cirugia o radiacion acumulado cerca del higado. (7)

) CONCLUSION.

Se destaca que la ultrasonografia hepatica ha llegado a ser una de las herramientas diagndsticas esenciales
para identificar anormalidades del parénquima hepatico, tracto biliar y sistema vascular. Con frecuencia depende
de los resultados de la biopsia hepatica. Se postula que para mejorar la eficacia diagndstica de la ultrasonografia
hepatica se necesitaria un protocolo estandarizado de investigacion. Esto incluiria pautas como seleccion de la
frecuencia optima del transductor teniendo en cuenta el tamafio del paciente, realizacion de una observacion
cuidadosa del parénquima hepatico y compararlo con el bazo y la corteza renal, evaluacién meticulosa del
abdomen, linfonddulos, area pancreatica y resto de las estructuras abdominales relacionadas. En conclusién,
se destaca que la ultrasonografia hepatica ha llegado a ser una de las herramientas diagndsticas esenciales
para identificar anormalidades del parénquima hepatico, tracto biliar y sistema vascular. (4)
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Breve descripcién de la prueba.

La prueba de fosfatasa alcalina estimulada con esteroides en caninos es un andlisis de
laboratorio que mide la actividad de la enzima fosfatasa alcalina en la sangre de los perros.
Después de la administracion de esteroides. La fosfatasa alcalina es una enzima presente
en varios tejidos del cuerpo, incluyendo el higado, los huesos y los intestinos.

Esta prueba se utiliza para evaluar la funcién hepatica y detectar enfermedades en caninos
como la hepatitis, cirrosis, obstruccion, biliar y toxicidad hepatica.

Los resultados se interpretan en conjunto con otros analisis y el historial clinico del perro.
Un aumento en la actividad de la fosfatasa alcalina puede indicar dafio hepatico o

enfermedad hepatica.




Esta prueba ofrece ventajas como ayudar a detectar enfermedades hepéticas en el perro,
de manera temprana, también puede ser utilizada para monitorear la respuesta a
tratamientos para enfermedades hepaticas, y es una prueba relativamente rapida y facil de
realizar.

Algunas de sus limitaciones incluyen que puede ser influenciada por factores como la edad,
el sexo y la raza del perro, ademas no es especifica para ninguna enfermedad en particular
y requiere una interpretacion cuidadosa en conjunto con otros analisis y el historial clinico

del perro.

Importancia de la prueba en medicina veterinaria.

La importancia de la prueba de la fosfatasa alcalina inducida con esteroides en caninos
radica en su capacidad para

1. Detectar enfermedades hepaticas: ayuda a identificar dafio hepéatico o
enfermedades como hepatitis, cirrosis, obstruccion biliar y toxicidad hepética

2. Monitorear la funcion hepatica: permite evaluar la funcién hepética y monitorear la
respuesta a tratamientos para enfermedades hepaticas

3. Diagnosticar problemas tempranos: permite detectar problemas hepaticos en etapas
tempranas lo que permite ofrecer un tratamiento oportuno y eficaz

4, Ayuda en el diagndstico diferencial: contribuye a diferenciar entre enfermedades del
higado y otras condiciones que pueden presentar signos similares

5. Monitorear la eficacia de tratamientos: permite evaluar la respuesta a tratamientos
para enfermedades hepaticas y ajustar planes terapéuticos, seglin sea necesario para cada
paciente

6. Identificar factores de riesgo: puede ayudar a identificar factores de riesgo para
enfermedades hepaticas como la obesidad, la diabetes o la exposicién toxinas

7. Mejorar la calidad de vida: al detectar y tratar enfermedades hepaticas de manera
temprana, se puede mejorar la calidad de vida del paciente y prevenir complicaciones
graves a futuro

En la clinica veterinaria se han buscado herramientas que ayuden al profesional en el
diagnostico de enfermedades que afectan distintos 6rganos. La enzimologia busca
determinar la actividad plasmatica de enzimas para establecer la presencia de dafio en

algun tejido animal. Dentro de ellas el médico veterinario, dispone de algunas enzimas con




caracteristicas particulares para cada especie, que auxilian en el diagnéstico clinico de las
enfermedades del higado.
En resumen, esta prueba es una herramienta valiosa para la deteccion y seguimiento de

enfermedades hepaticas en caninos, lo cual permite un control eficaz y oportuno.

Objetivos del estudio

Observar las funciones de la prueba de fosfatasa alcalina, estimulada con esteroides en el
diagnoéstico de enfermedades hepaticas en caninos.

Observar la correlacion entre los niveles de fosfatasa alcalina, estimulada con esteroides y
la gravedad de la enfermedad hepética.

Observar la prueba de fosfatasa alcalina estimulada con esteroides en comparacion con
otras pruebas de funcién hepatica en caninos.

Prueba de fosfatasa alcalina inducida por esteroides

La prueba de fosfatasa alcalina inducida por esteroides en caninos. Es una prueba bioquimica
que mide la actividad de la enzima en la sangre después de la administracion de esteroides,
generalmente cortisol o prednisolona. Esta prueba se usa para evaluar la funciéon hepatica y

detectar algunas enfermedades.

La prueba se utiliza para evaluar la funcién hepéatica y detectar posibles problemas en el higado.
La estimulacion con esteroides se utiliza para aumentar la sensibilidad de la prueba y detectar

cambios Utiles en la actividad de la enzima.

Esta prueba se desarroll6 a partir de la observacion de qué el cortisol y los esteroides pueden
influir en la actividad enzimatica de la fosfatasa alcalina en el higado. A continuacién se
presentan algunos antecedentes clinicos que antecedieron al desarrollo de esta prueba A través
del tiempo y su estudio:

1950: observaciones iniciales. Los investigadores determinan que los esteroides endégenos
como el cortisol, podian aumentar la actividad enzimatica de la fosfatasa alcalina hepatica de los

animales.




1960. Se realizaron algunos estudios en humanos que demostraron que los esteroides
enddgenos podian influir en la actividad de la fosfatasa en el higado. Se determin6 que pacientes
con enfermedades hepaticas. Tenian una respuesta alterada a los esteroides respecto a la
fosfatasa alcalina (aumento)

1970. Se comenzaron a realizar investigaciones en caninos para evaluar la respuesta hepatica
a los esteroides exdgenos. Se determind que los caninos con enfermedades hepéticas
presentaban respuestas alteradas a los esteroides respecto a la fosfatasa alcalina.

1980. Se desarrolla la prueba de la fosfatasa alcalina, incluida por esteroides en caninos.
Disefiada para evaluar la funcion hepatica y detectar enfermedades en caninos.

1990. Se da la validacion y estandarizacion de la prueba. Se establecieron parametros normales

y se evallia la sensibilidad y especificidad de la prueba.(Kass 2011)

Esta prueba se ha convertido en una herramienta valiosa para el diagnéstico y seguimiento de
las enfermedades hepéticas en caninos.

Recordatorio fisiolégico.

El higado es uno de los 6rganos mas grandes del organismo y pesa del dos al 3% del peso
corporal en los caninos.

El aporte sanguineo el higado procede en un 60-70% de la vena porta y el 30-40%, proviene de
la arteria hepatica.

El higado tiene una enorme capacidad de reserva funcional: un 70-80% del mismo, debe ser
extirpado antes de que el mismo manifieste alteraciones funcionales. Histol6gicamente el higado
esta formado en un 60% por hepatocitos, que estan agrupados radialmente engruesas placas
unicelulares alrededor de las venas hepaticas terminales, formando anatémicamente, las
unidades hepaticas mas pequefias, los lobulillos. El lobulillo es la unidad anatémica funcional,

es de forma hexagonal y se localiza alrededor de una vena central.




Algunas de las funciones que controla el higado incluyen la regulacién del catabolismo y
anabolismo del organismo. Esto a través de enzimas. Cuando se da un dafio en la membrana
del hepatocito aumenta su permeabilidad de membrana y las enzimas se escapan hacia la
sangre, las primeras en salir son las enzimas del citoplasma Las cuales llamamos enzimas de
escape, enlistadas a continuacion.

- ALT aspartato amino transferasa

- TGP transaminasa glutamico pirtvica

- FAS fosfatasa alcalina sérica

- LDH lactato, deshidrogenasa

- GGP gama glutamil transferasa

- SD Sorbitol deshidrogenasa

Fosfatasa alcalina.

Enzima altamente relacionada al dafio hepéatico.

Esta enzima se encuentra principalmente en la membrana celular. Se encuentra en altas
concentraciones en células de hueso, intestino, higado, rifiones y placenta. Posee una elevada
actividad en tejidos que cumplen funciones de absorcion y secrecién. Esta enzima posee varias
isoenzimas en distintos 6rganos del cuerpo, hepatica, renal, intestinal, 6sea y cardiaca. Ademas
se ha reportado una su forma asociada a tumores malignos. Las distintas isoformas son meta
enzimas que contienen zinc y tienen como cofactor el magnesio.

La fosfatasa alcalina es una enzima de importancia diagndstica en enfermedades hepaticas y
Oseas en pequefios animales, especialmente en los caninos.

En el higado se ubica principalmente en la membrana del canaliculo biliar. La forma hepatica es
la que predomina en el plasma, un aumento de su actividad indica un dafio. Hepatobiliar. La
colestasis induce un aumento en la sintesis de la enzima, cuanto mayor es el grado de
obstruccion biliar mayor es la actividad de la fosfatasa alcalina detectable en el plasma. Los
aumentos méas marcados son indicativos de colangitis, cirrosis biliar u obstruccion biliar.

Es una enzima de muy baja especificidad para la hepatopatias. Esta baja especificidad se asocia
a la presencia de varias y su enzimas y una sensibilidad Unica a la induccién. Enzimatica a los
corticoides. El aumento de esta enzima es el resultado del incremento de la sintesis, la pérdida

de la enzima desde la membrana celular o ambas.




La estimulacién con corticosteroides eleva la actividad plasmatica de la fosfatasa alcalina en
unas 10 veces, mientras que enfermedades que afectan las células del parénquima hepatico,
producen un leve aumento transitorio en la actividad plasmatica

Los corticoides, enddgenos o exdgenos, producen una induccidn enzimatica, incrementando la
actividad plasmatica de la fosfatasa alcalina, principalmente en perros, esta situacion se observa
en casos de hiperadrenocorticismo.

Las hembras gestantes pueden presentar un aumento de hasta el 300% sobre el rango de
referencia, debido a la presencia de fosfatasa, alcalina en la placenta. Otras causas de
incremento son retencion, placentaria, tratamientos con esteroides, cefalosporinas, tetraciclinas,
tiabendazol y halotano..(Noro, Witter 2004)

En el laboratorio clinico diario es muy comun, utilizar las pruebas de fosfatasa alcalina para
diagnosticar y observar. Tratamientos de enfermedades 6seas y hepato-biliares. Ademas, como
un marcador asociado a los tumores, la elevacion de fosfatasa alcalina sérica, puede ser una

herramienta que ayude para futuros diagnésticos, diferenciales e investigacion clinica

Fisiologia y mecanismo de accion de corticosteroides

Los corticosteroides se sintetizan en la zona glomerular y en la zona fascicular de las glandulas
adrenales. Para poder llevar a cabo sus funciones. Los glucocorticoides se unen a los receptores
que se expresan en la mayoria de las células, estos receptores se encuentran inactivos en el
citoplasma celular hasta que se unen a su correspondiente ligando, lo que activa el receptor.
Son sustancias Lipofilicas y por lo tanto, penetran en la célula por difusion pasiva para unirse a
su receptor citoplasmatico. Glucocorticoides tienen funciones fisiol6gicas, muy diversas, Tales,
como la estimulacion de la gluconeogénesis, la lipdlisis y el catabolismo proteico. Ademas,
mantiene niveles adecuados de glucosa en la sangre para su utilizacién por el cerebro, regulan
la presion arterial y tienen importantes efectos farmacol6gicos sobre el sistema inmune, incluidos
efectos inmunosupresores, antiinflamatorios mediante la disminucién de la produccién de

citocinas pro inflamatorias y disminucion de la actividad y proliferacion de linfocitos T.

Los esteroides, incluyendo el cortisol, pueden influir en la fosfatasa alcalina de varias maneras:
1. Induccion enzimatica: los esteroides pueden inducir la sintesis de la fosfatasa, alcalina

en el higado, por lo que resulta un aumento en su actividad enzimatica.
2. Regulacién de la expresion genética: los esteroides pueden regular la expresion del gen

que codifica la fosfatasa alcalina, lo que afecta la cantidad de la enzima producida.




3. Activacion de la enzima: los esteroides pueden activar la fosfatasa alcalina ya existente,
lo que aumenta su actividad.
4. Inhibicién de la degradacion: los esteroides inhiben la degradacion de la fosfatasa
alcalina, lo que prolonga la vida Gtil y aumenta su actividad.
5. Efectos en la distribucion: los esteroides influyen en la distribucién de la fosfatasa,
alcalina en el cuerpo, lo que afecta su actividad en diferentes tejidos.
Los esteroides, el cortisol y otros glucocorticoides pueden tener efectos diferentes en la fosfatasa
alcalina dependiendo de su tipo y concentracién. Por ejemplo, el cortisol puede inducir la sintesis
de fosfatasa, alcalina y aumentar su actividad; los minerales o corticoides como las aldosterona,
pueden tener un efecto menor en la fosfatasa alcalina; los esteroides anabdlicos pueden inhibir
la actividad de la fosfatasa alcalina.
La influencia de los esteroides en la fosfatasa también puede variar dependiendo del contexto
fisioldgico y la presencia de otras hormonas y condiciones fisiol6gicas de cada paciente. (Ej. Gx)

Fundamento:
La estimulacién por esteroides hace referencia a la capacidad del esteroide para estimular la
produccion de enzimas hepaticas, en este caso, la fosfatasa alcalina. Los esteroides como la
prednisolona y el cortisol se unen a los receptores en el nlcleo del hepatocito y activan la
transcripcion de genes que codifican la fosfatasa alcalina.
El procedimiento para realizar la prueba de fosfatasa alcalina inducida por esteroides en caninos
es el siguiente:
Materiales necesarios:

- Suero sanguineo del paciente canino

- Esteroide inductor (generalmente prednisolona)

- Reactivo de la fosfatasa alcalina: p-nitrofenil fosfato

- Buffer de la fosfatasa alcalina: Buffer de Tris

- Equipo de laboratorio: centrifuga, espectofotébmetro.




Procedimiento:

1.

Recoleccién de la muestra basal: se debe tomar una muestra sanguinea del paciente.
Canino antes de la administracion de esteroides. El suero sanguineo debe ser
temperado, posteriormente, separado mediante centrifugacion y almacenado a
temperatura ambiente.

Administracion del esteroide: se administra la dosis de esteroide. la dosis de la
estimulacién en caninos puede variar dependiendo de laboratorio y el protocolo
especifico utilizado por cada patélogo clinico. Sin embargo, una dosis comunmente

utilizada es:

Prednisolona: 1-2mg por kilogramo de peso corporal, administrado por via endovenosa dos

horas antes de la primera recoleccion de muestra.

Otra opcion es:

Dexametasona: 0.1.-0.2 mg por kilogramo de peso, administrada por viendo venosa dos horas.

Antes de la primera recoleccion demuestra

3.

Recoleccion de muestras subsecuentes: a continuacion se tomaran muestras de sangre
adicionales a las 2, 4 y 6 horas después de la administracion del esteroide. En todos los
casos el suero sanguineo se separa mediante centrifugacion y debe almacenarse a
temperatura ambiente.

Preparacion de la mezcla de reactivo: de acuerdo a los protocolos de cada laboratorio
de anadlisis clinico veterinario, se debe preparar una mezcla del reactivo de fosfatasa
alcalina y el buffer de fosfatasa alcalina.

Medicion de la actividad enzimatica: a continuacion, deben medirse los niveles de la
fosfatasa en cada muestra de suero sanguineo. Utilizando equipo de laboratorio como
el especto fotbmetro. La mezcla de reactivo. Se aflade a cada muestra y se incuba
durante un tiempo determinado. Generalmente 30 minutos. La absorbancia se mide a
una longitud de onda especifica que depende de cada equipo y calibracién.
Generalmente a 405 nm

Interpretacion de resultados: todos los resultados obtenidos en esta prueba deben
interpretarse en funcién de la respuesta hepatica a la estimulacion con esteroides. Un
aumento significativo en la actividad enzimatica de la fosfatasa, alcalina indica, en este

caso, una respuesta normal del higado a los esteroides.

¢, Qué resultados se consideran normales?




El resultado normal de la prueba de fosfatasa alcalina estimulada por esteroides, varia
dependiendo de laboratorio y las condiciones particulares del paciente canino. En forma general,
se considera que un aumento en la actividad enzimatica de la fosfatasa alcalina mas del 50%

posterior a la administracion de los esteroides es indicativo de una respuesta normal.

¢, Qué resultado se consideran anormales?

En contraste a lo anterior, un aumento menor del 50% en la actividad enzimatica de la fosfatasa
alcalina posterior a la administracion de los esteroides puede indicar una disfuncion hepatica o
una enfermedad hepatica. Un aumento significativo en la actividad enzimatica por encima de los

rangos normales (>100%). también puede indicar una obstruccion de la via biliar.

Los rangos de referencia normales para la prueba de fosfatasa alcalina, inducida por esteroides
en caninos, pueden variar dependiendo del laboratorio y los métodos empleados para medirla.
Sin embargo, algunos de los rangos de referencia generales son los siguientes y se expresan
en unidades de actividad enzimatica por mililitro.

Actividad basal (previo a la estimulacién con esteroides):

- perros adultos: 0.5.-3.5 U/ml

- Perros jovenes (antes de los seis meses de edad) 1.5 — 6.0U/ml

Posterior a la administracién de esteroides: se espera un aumento de al menos 50-100%

respecto al valor basal.

Muestreo seriado:
- 2 horas después de la administracién de esteroides: esta es la primera muestra y se
toma para evaluar la respuesta inicial del higado a los esteroides
- 4 horas después de la administracion de esteroides: en esta muestra se evalla la
respuesta maxima del higado a la estimulacion.
- 6 horas después de la administracion de esteroides: esta muestra se toma para evaluar

la respuesta tardia del higado frente a los esteroides.
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A continuacion se presentan algunos ejemplos, creados con el propdésito de ilustrar esta revision

bibliogréafica, de los resultados que se pueden obtener de esta determinacién y su interpretacion:

Ejemplo 1.

Valor basal: 2.0 U/ml
Valor a las 2h: 4.0 U/ml
Valor a las 4h: 5.5U/ml
Valor a las 6h: 3.5U/ml
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- Ej.1

4.5

1.5

basal 2h 4h 6h

- Elvalor basal es normal

- Posterior a la administracion de esteroides. Los valores aumentan significativamente lo
gue indica una respuesta normal a los esteroides.

- La curva de respuesta es tipica, con un pico a las cuatro horas y un descenso gradual
posterior.

- Larespuesta enzimatica en este caso es normal, lo que sugiere que la funcién hepética

es adecuada.

Ejemplo 2.
valor basal: 1.0 U/ml
Valor a las 2h: 1.2 U/ml
Valor a las 4h: 2.0 U/ml
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Valor a las 6h: 2.3 U/ml

— .2
2.4
1.8
1.2
0.6
0
basal 2h 4h 6h

- la respuesta enzimatica es anormal, hay un aumento minimo en los valores. Después
de la administracion de esteroides. Esto sugiere una disfuncién hepatica leve o

moderada.

Ejemplo 3.

Valor basal: 2.0

Valor a las 2h: 9.0 U/ml
Valor a las 4h: 12.0U/ml
Valor a las 6h: 10 U/ml
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— E.2

12

0
basal 2h 4h 6h

- el aumento en los valores de fosfatasa alcalina es significativo, lo que sugiere una
respuesta hepética exacerbada a los esteroides
- Elaumento puede indicar un dafio hepatico por colestasis o dafio hepatico.

- También deben considerarse otras causas como enfermedades pancreaticas y 6seas.

La prueba de fosfatasa alcalina inducida por esteroides esta indicada en las siguientes
situaciones:
- En caso de sospecha de enfermedad hepatica. Especialmente si hay antecedentes de
exposicion a esteroides o medicamentos o sustancias hepatotoxicas.
- Para monitorear pacientes con enfermedades hepéticas cronicas, evaluar su progresion

y ajustar el tratamiento.
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- Para evaluar lesiones hepaticas inducidas por esteroides en los casos de pacientes que
han recibido tratamiento médico relacionado con los mismos, pacientes que presentan
signos de lesion hepatica y pacientes con enfermedades como el sindrome de Cushing
cuya alteracion en el cortisol sanguineo puede alterar la funcion hepatica y en este caso
la fosfatasa alcalina.

- Para detectar enfermedades hepaticas subclinicas y el monitoreo de pacientes con

factores de riesgo como obesidad, diabetes o hipertension arterial. (Smith, J., et al. 2009)

Es una prueba bioquimica que nos ayuda a determinar la actividad de la enzima fosfatasa
alcalina en el suero sanguineo canino después de la administracién esteroides, lo cual es un

indicador de la funcion hepética y la presencia de lesiones hepéticas.

Esta prueba es una herramienta valiosa para evaluar la funcion del higado y detectar lesiones,
especialmente aquellas inducidas por esteroides tanto endégenos (cortisol), como exégenos.
Tiene una alta sensibilidad y especificidades para detectar lesiones leves a moderadas por lo

que se vuelve un recurso Util en la deteccion temprana de hepatopatias en pacientes caninos.

Sensibilidad: 80-90% para detectar lesiones hepaticas leves a moderadas.
Mas alta, en comparacién con la medicion de transaminasas (ALT Y AST) que cuentan con un
70-80% para detectar lesiones hepéticas agudas y en el caso de la GGT 60-70% para detectar

lesiones hepaticas crénicas.

Especificidad: 90-95% para excluir lesiones hepaticas severas.
Frente a otras pruebas como la determinacion de transaminasas (ALT Y AST) 80-90% para
excluir lesiones hepaticas agudas y la determinacion de GGT 70-80% para excluir lesiones

hepaticas cronicas. (Lee, S., et al. 2009)

En general, como se puede observar, es méas sensible y especifica que las transaminasas y la
GGT para la deteccion de lesiones hepaticas cuando estas son leves a moderadas, es decir
para ofrecer un diagnostico oportuno y temprano, sin embargo, la eleccion de la prueba depende
del contexto clinico y las condiciones particulares de cada paciente, asi como las necesidades y

criterios de médico tratante y los objetivos del diagnéstico y la terapéutica clinica.
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También es importante destacar que la determinacion de transaminasas es muy Util para
determinar dafio hepatico agudo, asi como la determinacion de GGT resulta muy Util en el caso
del diagndstico de dafio hepético crénico.

Es por ello que debemos considerar que la prueba de fosfatasa alcalina inducida por esteroides
no es una prueba exclusiva para para detectar lesiones y dafio hepatico, y debe ser utilizada en
conjunto con otras pruebas y evaluaciones para obtener un diagnéstico preciso. (Johnson, K., et
al. 2009)

Se debe considerar, ademas, que no es una prueba infalible y si cuenta con algunas limitaciones.
Por ejemplo, la actividad de la FAS en el suero sanguineo puede ser influenciada por factores
como la edad del paciente, el sexo, el estado fisioldgico y la presencia de otras enfermedades.
Ademas, esta prueba no puede distinguir entre el dafio hepético producido por esteroides y otras
causas de lesiones hepaticas. (Kim, J. 2009)

1. Esta prueba es una herramienta muy Util para evaluar la funcién hepética y detectar
lesiones hepdticas inducidas por esteroides tanto enddégenos como exdgenos.
Es especialmente (til en la deteccion de lesiones hepaticas de leves a moderadas.
No es una prueba exclusiva para detectar lesiones hepaticas y debe analizarse en
conjunto con otras pruebas y determinaciones.

4. Tiene limitaciones como la probabilidad de resultados falsos negativos o falsos positivos
y variaciones relacionadas a las condiciones particulares y fisioldgicas de cada paciente.

5. Puede ser muy Uutil en la deteccion de hepatotoxicidad en pacientes que reciben
tratamientos con farmacos hepatotéxicos, han consumido alguna toxina, barbitdricos o
tienen otras enfermedades que alteran el metabolismo del cortisol.

6. Debe ser interpretada en el contexto clinico especifico de cada paciente y en conjunto

con otros resultados, pruebas y evaluaciones clinicas.
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Introduccioén

Las proteinas Se enlazan con la glucosa irreversiblemente y la medicion de las proteinas
glicosiladas pueden proporcionar una indicaciéon de las concentraciones de glucosa en la
sangre después de un periodo de tiempo. La vida media de las proteinas determinar
periodo durante el cual las proteinas glicosiladas reflejan la concentracion de glucosa en
sangre. Los valores también estan afectados por la duracion del aumento de glucosa en la
sangre: si el aumento de glucosa en sangre es transitorio, no se detectaran aumentos
significativos en las concentraciones de proteinas glicosiladas (Marca.,2000). Aparte de
las concentraciones de glucosa, Cualquier enfermedad que afecte de forma significativa la
vida media de la proteina que se evallua puede influir en el resultado. Las proteinas
glicosiladas que se utilizan mas son la fructosamina y la hemoglobina glicosilada.

La fructosamina es albumina glicosilada de forma irreversible y es util para la evaluacion
de la media de la concentracidon de glucosa en sangre tanto en perros como en gatos. La
albumina tiene un tiempo de vida media mas corto que el de la hemoglobina y la
fructosamina refleja el control glicémico de 2 a 3 semanas previas a la toma de muestra la
hiperglicemia transitoria por estrés no afecta las concentraciones de fructosamina y por
tanto es util para distinguir entre diabetes mellitus e hiperglicemia asociada a estrés
excitacién. La concentracién de fructosamina puede ser baja en pacientes con
Hipoglucemia recurrente y la evaluacion de la fructosamina puede ser util en el
diagnostico de insulina especialmente cuando no puede documentarse hipoglicemia. la
fructosamina solo puede medirse en muestras de suero.

La hemoglobina glicosilada y sobre todo la fraccion A1c de la hemoglobina glicosilada
(HbA1c), Es un producto de la glicosilacion de la hemoglobina. La hemoglobina glicosilada
refleja el control glicémico de las cuatro a 8 semanas previas a la toma de muestra 'y
depende de la vida media de los eritrocitos. Los gatos tienen concentraciones de
referencia menores, lo que puede ser debido a que sus eritrocitos tienen una vida media
mas corta o la presencia de menos lugares de enlace para la glucosa en la hemoglobina
de modo que, en esta especie, normalmente se prefiere la fructosamina, tanto para el
diagnéstico como para la monitorizacion.

Factores que afectan a las concentraciones de fructosamina en el suero

5 Concentracion de Albumina/ proteina: las reducciones en las concentraciones de
proteinas en el suero pueden reducir la concentracion de fructosamina; sin
embargo, la fructosamina permanecera elevada en pacientes con hipoproteinemia
concurrente y diabetes mellitus mal controlada, a no ser que presenten
hipoproteinemia grave (Jensen , 1993)

b Hipertiroidismo e hipotiroidismo: el aumento del recambio de proteinas asociado al
hipertiroidismo da lugar a una reduccion en las concentraciones de fructosa mina
abro paréntesis debido a la disminucion de la vida media cierro paréntesis. en
gatos coma esto puede ser un factor importante de confusion en el diagnéstico de
diabetes mellitus con hipertiroidismo por el contrario los perros con hipotiroidismo



(y algunos gatos después de una tiroidectomia) pueden tener concentraciones de
fructosamina elevadas debido a la desaceleraciéon. (Reushc.,2002)

La hemoglobina glicosilada Debe interpretarse teniendo en cuenta la concentracion de
hemoglobina:

Y Anemia. por definicion, la anemia es una reduccion en la concentracién de
hemoglobina. de modo que coma en pacientes con anemia coma se encontrara
menos hemoglobina y menos lugares de enlace para la glucosa punto la
concentracién de hemoglobina glicosilada sera menor.

Y Eritrocitosis /policitemia. Un aumento en la concentracion de hemoglobina (lo cual
tiene lugar en la policitemia) puede originar un aumento en la disponibilidad de los
lugares de enlace para la glucosa y una falsa elevacion en la hemoglobina
glicosilada

Antecedentes

En el pasado, el control metabdlico en personas y animales diabéticos se evaluaba a
partir de mediciones de glucosa en sangre y orina. Sin embargo, debido a que ambos
parametros indican el estado glucémico sélo en un momento dado, son marcadores
irreales para el control metabdlico a largo plazo. Por lo tanto, fue un gran avance cuando
durante la década de 1970 estuvieron disponibles técnicas para medir la hemoglobina
glucosilada que proporcionaban una indicacion retrospectiva objetiva de las
concentraciones de glucosa en sangre durante las preciosas 4 a 8 semanas. en las
personas, la medicion de la hemoglobina glucosilada se ha adoptado como una
herramienta util para el control de la diabetes. Durante la uUltima década, los estudios en
animales demostraron que también en gatos diabéticos la medicion de la hemoglobina
glucosilada es un parametro util en el diagndstico y control metabdlico.

Poco después del desarrollo de las técnicas de medicién de HBA1, se descubrié que las
proteinas séricas se glucosilaban de forma analoga. Debido a su vida mas corta en
comparacion con la hemoglobina, se propuso que pudieran usarse para reflejar el control
glucémico durante las preciosas 2 a 3 semanas, lo que los hace de gran interés para
monitorear los resultados de programas vigorosos de tratamiento de la diabetes. en 1982
Johnson et al. describieron un nuevo ensayo para medir estas proteinas glucosiladas
denominadas fructosaminas. El ensayo de fructosamina se basa en la capacidad de los
residuos de glucosa unidos a cetoamina en las proteinas séricas glucosiladas para reducir
el colorante nitroazul tetrazolio. El término "fructosamina" se refiere a la estructura del
producto de transposiciéon de cetoamina (1-desoxi-| [-lisil-albumina]fructosa) formado
como resultado de la reaccidén no enzimatica entre la glucosa y el grupo amino en los
residuos de lisina de la proteina. Dado que la reaccion es irreversible, las concentraciones



de fructosamina dependen de la duracion y extension de la hiperglucemia y de la vida
media de las proteinas séricas.

Hipoétesis y Objetivos

El uso de las pruebas de Fructosamina y Hemoglobina Glicosilada como herramientas
diagnosticas de enfermedades en felinos

1) diferenciar de manera confiable entre gatos diabéticos y no diabéticos

2) emitir un juicio sobre la situacién metabdlica en casos de diabetes clinicamente
manifiesta

3) diferenciar entre gatos diabéticos y gatos con hiperglucemia transitoria por alguna otra
enfermedad.

4)correlacionar las concentraciones séricas de fructosamina con medidas establecidas de
control glucémico y comparar las concentraciones séricas de fructosamina y hemoglobina
glicosilada en sangre como medio para evaluar el control glucémico en gatos diabéticos.

Materiales y Métodos

En diversos estudios la media de los gatos que se utilizaron un promedio aproximado de 1
a 40 gatos que van en grupos de gatos sanos, gatos con DM de los cuales también se
dividia entre los gatos controlados, los no controlados o pobremente controlados,
pacientes con hiperglucemia por estrés, pacientes anémicos, pacientes hiper tiroideos y
en menor medida hipotiroideos y un solo gato con hiperadrenocortisismo iatrogénico.

Se obtuvieron muestras de sangre de todos los animales después de un ayuno nocturno.
El control de glicemia fue clasificado y monitoreado por concentraciones de fructosamina
en suero y HbA1c en sangre de cada grupo.

Resultados

Valores de concentracion de la media de glucosa en sangre(MBG)/12 h y glucosa en sangre
en ayunas(FBG), se determinaron las concentraciones de fructosamina y GHB en sangre
para cada grupo de gatos (tabla 1).

Las concentraciones medias de FBG fueron significativamente (P<0,001) mayores en 5
gatos con hiperglucemia inducida por estrés, en comparacién con gatos sanos; sin
embargo, las concentraciones medias de fructosamina sérica o HbA1 en sangre no
difirieron significativamente entre estos 2 grupos de gatos.



Los gatos diabéticos no tratados y los gatos diabéticos mal controlados y bien controlados
tratados con insulina o glipizida tuvieron concentraciones medias de FBG, fructosamina
sérica y HbA1 en sangre significativamente mas altas, en comparacion con los gatos sanos.
Los valores medios de la concentracion de MBG/12 h 'y de FBG, fructosamina sérica y HbA1
en sangre fueron significativamente mayores en gatos diabéticos mal controlados, en
comparacion con gatos diabéticos bien controlados.

Los rangos de referencia (mediat 2 SD) para las concentraciones séricas de fructosamina
y HbA1 en sangre en gatos sanos fueron de 182 a 362 pymol/L y de 0,9 a 2,2%
respectivamente.

Las concentraciones medias de fructosamina sérica y HbA1 en sangre difirieron
significativamente entre los grupos, pero gatos especificos con DM tuvieron valores que
estaban dentro de los rangos de referencia para gatos sanos (tabla 2).

Los cambios en las concentraciones séricas de fructosamina y GHB en sangre se
correlacionaron con cambios en el control glucémico. Concentraciones medias de FBG
(antes de modificar el tratamiento 365+- 138 mg/dl; después del tratamiento 113+ 58 mg/dI)
y concentracién de MBG/12h (antes de modificar el tratamiento, 366+ 98 mg/dl; después de
modificar el tratamiento 126+42 mg/dl) fueron significativamente menores en 12 gatos
diabéticos mal controlados de 1 a 10 semanas (media, 6,5 £ 2,5 semanas; mediana 7
semanas) después de mejorar el control diabético al aumentar la dosis de insulina de 1,3+
0,5 a 1,4+ 0,6 U/ kg de peso corporal 24/h y alimentacion con dieta rica en fibra. Hubo una
disminucion significativa correspondiente en las concentraciones medias de fructosamina
sérica y HbA1 en sangre (antes de modificar el tratamiento, 619+- 142 ymol/Ly 2,7 +1,3%,
respectivamente; después de modificar el tratamiento 406+- 157 pymol/L y 2,3 £ 0,7 %
respectivamente) en estos 12 gatos.

Las concentraciones séricas de fructosamina disminuyeron en los 12 gatos después de
modificar el tratamiento (rango, 48 a 527 ymol/L; media, 214+ 149 pmol/L; mediana 188
pmol/L). Después de modificar el tratamiento, la concentracibn de GHB en sangre
disminuy6 en 7 de 12 gatos (rango, 0,3 a 4,9 %; media 1,3 = 0,6 %; mediana 0,7 %),
permanecio sin cambios en 1 gato y aumento en 4 gatos (rango, 0,3 a 2,3 % ; media 1,0+
0,4%, mediana 0,75%). Siete de 12 gatos tuvieron disminuciones en las concentraciones
séricas de fructosamina y HbA1 en sangre después del tratamiento con modificaciones; los
5 gatos restantes mostraron cambios discordantes en las concentraciones séricas de
fructosamina y HbA1 en sangre. Después de modificar el tratamiento en estos 5 gatos
diabéticos, 4 tuvieron un aumento en la concentracién de HbA1 en sangre y una disminucion
en la concentraciéon de fructosamina sérica, lo que se correspondié con cambios en los
signos clinicos y hallazgos del examen fisico y aumentos en el peso corporal, la
concentracién de FBG y las concentraciones de MBG/12 h.

Estos 4 gatos diabéticos fueron reevaluados entre 27 y 54 dias (mediana, 43 dias) después
de modificar el tratamiento. Un gato diabético sin cambios en la concentracion sanguinea
de HbA1 y sin mejora en otras variables utilizadas para evaluar el control de la glucemia,
fue reevaluado 38 dias después de modificar el tratamiento.



La concentracion media de FBG (12545 mg/dl) y la concentracion de MBG/12 h (1141 37
mg/dl) aumentaron significativamente (concentracion de FBG, 436+56 mg/dl; concentracion
de MBG/12 h, 383+100 mg/dl). dl) en 8 catas diabéticas bien controladas que fueron
reevaluadas en el hospital de 2 a 10 semanas (mediana, 7 semanas), mas tarde debido a
la recurrencia de los signos clinicos de diabetes. Hubo un aumento significativo en las
concentraciones medias de fructosamina sérica y HbA1 en sangre (antes de la recurrencia
de los signos clinicos, 369+101 mmol/L y 2,1+- 0,5% respectivamente; después de la
recurrencia de los signos clinicos, 560+158 mmol/L y 2,3+0,8%, respectivamente) en estos
8 gatos.

La concentracion sérica de fructosamina aument6 en 7 de 8 gatos (rango, 74 a 461 ymol/L;
media 225 £ 170 pymol/L; mediana, 118 mmol/L) después de la recurrencia de los signos
clinicos y disminuy6 72 mmol/L en el otro gato reevaluado 15 dias después de la recurrencia
de los signos clinicos.

La concentracién de HbA1 en sangre aumentoé en 4 a 8 gatos (rango, 0,7 a1,7%; 1,2+ 1,2%;
mediana, 1,2%) y disminuyé en los otros 4 gatos (rango, 0,4 a 0,8%; media, 0,7+0,2%;
mediana 0,7%) después de la recurrencia de los signos clinicos. Los 4 gatos diabéticos con
concentraciones sanguineas reducidas de HbA1 fueron reevaluados entre 44 y 77 dias
(mediana, 50 dias) después de la recurrencia de los signos clinicos. Tres de 8 gatos
diabéticos tuvieron un aumento en la fructosamina sérica y la HbA1 en sangre a pesar de
la recurrencia de los signos clinicos; los 5 gatos diabéticos restantes tienen cambios
discordantes en las concentraciones séricas de fructosamina y HbA1 en sangre.

La concentracion de MBG/12 h aumento significativamente (278141 frente a 417+ 26 mg/dl)
en 5 gatos ddciles 6,2+ 0,7 semanas después de que los gatos se volvieran irritables debido
a las frecuentes hospitalizaciones y punciones venosas para determinaciones de glucosa
en sangre.

El andlisis de las concentraciones de glucosa en sangre sugirié un deterioro del control
glucémico, pero los propietarios afirmaron que los signos clinicos no habian empeorado y
que no habia cambios en los hallazgos del examen fisico ni en el peso corporal, lo que
sugiere que las concentraciones mas altas de glucosa en sangre medidas cuando los gatos
estaban rebeldes estaban estresadas. inducido. Las concentraciones medias de
fructosamina sérica (681188 frente a 645114 pymol/L) y HbA1 en sangre (32+0,8 frente a
2,8+0,4%) no difirieron significativamente cuando los gatos eran ddéciles, en comparacion
con cuando se volvian reactivos.

En el caso del Gato con Hiperadrenocortisismo iatrogénico los valores de Fructosamina no
tuvieron cambios significativos y desde la primera muestra esta estuvo en rangos (tabla3).
Lo mismo con los gatos Hiper Hipo y Eutiroideos, los cuales mostraron significantes
cambios entre ellos, pero solo después del tratamiento con lodo radioactivo.(tabla 4)



Table 1—Blood glucose, serum fructosamine, and blood glycosylated hemoglobin concentrations in nondiabetic and diabetic cats

Fructosamine (wmol/L) Glycosylated hemoglobin (%)
Fastingblood  Mean blood glucose/ s reosyl glo
Group glucose (mg/dl)* 12 h (mg/dl) Range Median Mean* Range Median Mean
Nondiabetic cats
Euglycemic 78 + 31 ND 188-362 261 2045 0821 16 16+ 03
Stress-induced hyperglycemia 224 + 65" ND 161-302 276 260 * 57 05-26 18 1.7+04
Diabetic cats iy
Untreated 367 = 82" 319 = 72° 298-788 £31 504 = 124" 13-4 30 30 =07
Poorly controlled 382 = 115" 363 = 76" 264-1,133 630 628 ~ 148™" 0.8-62 27 28=08"
Well-controlled 12+ 7" M+u 183-840 356 397 = 140° 08-42 21 20=07

*Values represent mean = SD. Nondiabetic cats include healthy euglycemic cats (n = 26) and healthy cats with stress-induced hyperglycemia {5). Diabetic cats include
cats that were untreated {n = 15) or that were treated but had poorly controlled (24, 18 insulin, 6 glipizide) or well-controlled (12; 9 insulin, 3 glipizide} diabetes mellitus.

"Within the same column, value differs significantly (P < 0.001) from the value for euglycemic nondiabetic cats. "Within the same column, value differs significantly
{P < 0.001] from the value for well-controlled diabetic cats.

ND = not determined.

Table 2—Number of diabetic cats with serum fructosamine or
blood glycosylated hemoglobin (GHb) concentrations within the
reference range* established for healthy cats

Group (n) Fructosamine GHb

Untreated (15) 1 1

Poorly controlled (24) 1 7

Weli-controlled (12) 6 5
*Reference range (mean * 2 SO) for fructosamine was 182 to 362 wmol/L

and for GHB was 0.9 to 2.2%

Table3 Resulis of laboratory tests

Slunits (a)Day0 (b)Day3 (c)Dav™ (a, Follow-up Reference range

Fructosamine umol/l 229 - - 159 228 341

Fructosamine concentration umol 1_1

500

400 === === o e

300

200t - A L e -
-
.
* HypoT4 +EuT4 +Normals|
0

FIG4  Serum fructosaming concentrations in 35 healthy cats and in two
groups of hyperthyroid cats before and one month after radicactive iodine
therapy separated according to post-freatment serum thyroxine concentration
as hypothyroid (HypoT4) or euthyroid (EuT4). The shaded area represents the
reference range of 216 to 387 pmol I,




Discusion

Los estudios revelaron concentraciones séricas de fructosamina significativamente mas
altas en gatos diabéticos que en gatos sanos y en gatos con diabetes mellitus mal
controlada frente a bien controlada. Ademas, las concentraciones séricas de fructosamina
disminuyeron a medida que mejord el control de la glucemia y aumentaron a medida que
el control de la glucemia se deterioré. La hiperglucemia transitoria inducida por estrés no
afectd los valores séricos de fructosamina en gatos diabéticos sanos o tratados con
insulina. Los hallazgos del estudio aqui presentado son similares a los reportados en
humanos, perros y gatos y respaldan la medicion de las concentraciones séricas de
fructosamina para monitorear el control glucémico en gatos diabéticos.

El aumento de las concentraciones séricas de fructosamina en gatos diabéticos versus
gatos sanos es consistente con el mecanismo por el cual se forman las fructosaminas.

La tasa de glicosilacion depende de la concentracién de glucosa a la que estan expuestas
las proteinas séricas y de la vida media de las proteinas. Los gatos diabéticos tienen
hiperglucemia crénica que mejora la glicosilacion de las proteinas séricas y produce
aumentos en las concentraciones en comparacion con los gatos euglucémicos sanos.

Los valores medios de fructosamina sérica diferian entre gatos diabéticos sanos y no
tratados y gatos diabéticos bien controlados y mal controlados, pero el rango de valores
de glucosamina sérica se superponia entre los grupos de gatos. Una concentracién sérica
de fructosamina dentro del rango de referencia para gatos sanos no descarté diabetes
mellitus; 1 de 15 gatos diabéticos no tratados en varios estudios tenia una concentraciéon
sérica de fructosamina dentro del rango de referencia de un gato sano.

Las diferencias en las concentraciones de HbA1 en sangre entre grupos de gatos y los
cambios en la concentracion de HbA1 en sangre asociados con cambios en el control de
la glucemia de gatos diabéticos tratados con insulina son similares a los resultados de las
mediciones de fructosamina sérica y similares a otros informes en gatos diabéticos. El
analisis de los resultados de numerosos informes respalda la medicién de las
concentraciones sanguineas de HbA1 para controlar el control glucémico en gatos
diabéticos. Sin embargo, cuando se compararon los resultados de las concentraciones de
HbA1 en sangre y de fructosamina en suero entre gatos diabéticos especificos, la
concentracién de fructosamina en suero reflejé el estado del control glucémico mejor que
la concentracion de HbA1 en sangre, y los cambios en la concentracion de fructosamina
en suero reflejaron con mayor precision los cambios en el control glucémico que la
concentracion de HbA1 en sangre. Estos hallazgos pueden atribuirse en parte a las
diferencias en el tiempo entre los glébulos rojos y las proteinas séricas, asi como al sesgo
inherente de las variables utilizadas para clasificar el control de la glucemia en gatos
diabéticos. La vida media de los eritrocitos en los gatos es de aproximadamente 68 dias;
por lo tanto, un cambio en la concentracion media de glucosa en sangre no deberia
reflejarse en un cambio en la concentracion de HbA1 en sangre en <68 dias.

En el caso del gato con Hiperadrenocorticismo iatrogénico uno de sus signos era la
poliuria y la polidipsia que son secundarias a la diuresis osmatica inducida por la
hiperglucemia y la glucosuria asociada, en lugar de estar directamente asociadas con los
efectos de los esteroides como en los perros, podria ser posible que el efecto
diabetogénico del exceso de glucocorticoides no estuviera presente durante el tiempo



suficiente en este gato durante estos signos clinicos se desarrollen. De hecho, el nivel de
fructosamina sugirié que la hiperglucemia habia estado presente durante no mas de 3 a4
dias durante un periodo de 2 a 3 semanas, segun la vida media de la fructosamina
(Crenshaw et al 1996).

Por esta razon, la hiperglucemia puede haber estado relacionada con la intolerancia a la
glucosa mediada por el estrés o los glucocorticoides exdgenos, mas que con la diabetes
mellitus, al aumentar la gluconeogénesis y disminuir la utilizacion de la glucosa en los tejidos
periféricos (Middleton y Watson 1985, Behrend y Kemppainen 1997). Otra explicacién para
la hiperglucemia podria ser la hepatopatia concomitante, acompafada de una disminucion
de la glucogénesis y del aclaramiento de glucocorticoides.

El hallazgo de concentraciones mas bajas de fructosamina sérica en gatos con
hipertiroidismo que en el grupo control respalda que la presencia de hipertiroidismo puede
tener implicaciones en la interpretacion de las concentraciones de fructosamina en gatos
diabéticos con ambas enfermedades y se ha informado previamente en un pequefo grupo
de gatos hipertiroideos (Reusch et al 1998). La magnitud de las posibles alteraciones en
las concentraciones de fructosamina quedo enfatizada por el hallazgo de que hasta el 17
por ciento de los gatos hipertiroideos tuvieron resultados por debajo del rango de
referencia. Lloyd y Marples (1985) informaron una concentracién reducida de
fructosamina en humanos con hipertiroidismo y concentraciones aumentadas en
pacientes hipotiroideos sin diferencias en las concentraciones de proteinas totales.
Waterson y Mills (1988) coincidieron y registraron concentraciones reducidas de
fructosamina en pacientes hipotiroideos tratados con terapia de reemplazo que eran
bioquimicamente eutiroideos y sugirieron un mecanismo no dilucidado por el cual la
tiroxina podria alterar el recambio de proteinas en concentraciones que no afectaban el
eje pituitario-tiroideo.

Conclusion

Los niveles de fructosamina y de la hemoglobina glicosilada se alteran por los cambios en
la concentracién de las proteinas séricas y de la hemoglobina, respectivamente. Es
preciso tener este dato en cuenta a la hora de interpretar los resultados analiticos
(Nelson, 2005). Cada vez se utiliza mas la fructosamina en la practica, porque puede
cuantificarse con facilidad y rapidez.

A partir de la publicacion del primer articulo sobre la fructosamina como indicador de la
glucemia en gatos diabéticos (Kaneko y col., 1992), en numerosas publicaciones
posteriores se ha confirmado su eficacia como marcador util y simple de la hiperglucemia
cronica (Reusch y col. 1993; Lutz y col., 1995; Crenshaw y col., 1996, Thoresen y Bredal,
1996; Plier y col., 1998; Elliott y col., 1999; Reusch yHaberer, 2001). Los valores de
referencia difieren ligeramente de unos laboratorios a otros, pero globalmente son de la
misma magnitud (Imagen 1 ). Una ventaja importante con respecto a la medicién de la
glucemia es que la hiperglucemia por estrés de corta duracién no afecta a la
determinacion de la fructosamina sérica, lo que permite diferenciarla de la hiperglucemia
diabética.(Figura 2).Sin embargo es de suma importancia correlacionar signos clinicos y
no usar sola si no que utilizarla con otras pruebas complementarias
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INTERPRETACION DE LAS CONCENTRACIONES DE FRUCTO-
SAMINA Y HEMOGLOBINA GLICOSILADA EN GATOS DIABETICOS

(segrin Nelson,2005)

Seguimiento Fructosamina Hemoglobina
de los gatos diabéticos (pmol) glicosilada (%)
valores normales 190-365 pmalil 09-25%
(media de 240) (media de 1,7)
control excelente de la glucemia 350 - 400 1,0-2,0
buen control 400 - 450 20-25
control medio 450 - 500 25-3,0
controd insuficiente = 500 =30
hipoglucemia mantenida = 300 < 1,0

Los valores normales difieren ligeramente de unos laboratorios a otros.

- CONCENTRACIONES SERICAS DE FRUCTOSAMINA
EN GATOS NORMOGLUCEMICOS Y CON HIPERGLUCEMIA
DE ORIGEN DIABETICO O POR ESTRES

{Zemin el Profesor C. Reusch, Facultad Versuisse de la Universidad de Zurich)
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Introduccién

En el presente trabajo se analiz6 la técnica de tincibn de Papanicolaou, las ventajas y
desventajas que ésta ofrece para el diagnéstico de patologias cervicouterinas y la
valoracion de ciclo estral en caninos. Existe una gran variedad por individuo en la duracion
de las diferentes etapas del ciclo estral, asi como en la intensidad de los signos clinicos.
Ademas, el diestro no presenta signos identificables, lo que imposibilita determinar con
exactitud su inicio o finalizacion. Lo que representa una gran dificultad para identificar las
etapas del ciclo estral. Por lo cual en la actualidad la citologia vaginal es la prueba de
eleccion para auxiliar el diagnéstico. Las tinciones citologicas son herramientas de
diagnoéstico basicas en el laboratorio clinico. El fundamento de la coloracion radica en la
propiedad que poseen todos los tejidos para incorporar y fijar sustancias. La coloracién se
basa en la afinidad particular de ciertos tejidos o formaciones celulares por una sustancia
colorante determinada (Llanes, M., Pérez, L., Mesa, Z. 2021). La tincion citolégica permite

un estudio mas detallado de las estructuras celulares.

La Tincién de Papanicolau es un método de tincién policromatico con el que se busca
obtener contraste entre el nucleo y el citoplasma de las células. (Carrasco, C. 2013)
Consiste en el uso de 3 colorantes; un colorante nuclear, hematoxilina, que tiene afinidad
por la cromatina y lo tifie de un color azul y colorantes citoplasmaticos, Orange Glas, tincion
monocromatica que colorea la queratina de un naranja brillante y penetra rdpidamente al
citoplasma y Eosina-Light Green, tincion policromética que tifie el citoplasma de las células
escamosas maduras, nucleolos y cilios. Light Green tifie las células que son
metabdlicamente activas, como las células parabasales, intermedias y columnares. Las
células superficiales se tifien rosadas con la Eosina y por ello se describen como
eosinofilicas. Las células parabasales e intermedias se tifien de verde azul, dependiendo

del tiempo de la tincion EA y se llaman cianofilicas (CNEGSR, 2006)

La citologia una herramienta diagnostica Gtil en medicina veterinaria que permite identificar
los procesos fisiolégicos de los patolégicos a nivel microscopico permitiendo clasificar las
patologias como inflamatorias, no inflamatorias y/o neoplasicas. Ademas, brinda
informacion que ayuda a confirmar o descartar diagnésticos clinicos presuntivos, es

altamente confiable, no invasivo y de bajo costo (Garcia, A., Andrade, J. 2021).



Antecedentes

En 1920 el Doctor George Papanicolaou desarrolla una técnica para predecir la ovulacion
de sus animales de laboratorio, observando la diferente morfologia de las células,
dependiendo de la fase del ciclo ovérico de los mamiferos, sin tener que sacrificarlos. Se
enfocO en el aislamiento de células cancerosas para el diagnéstico temprano de cancer
cervicouterino, ofreciendo una opcion diagndstica confiable, més sencilla, barata y
replicable que otros métodos usados en la época. A pesar de sus descubrimientos existia
mucho escepticismo hacia el valor diagndstico de la citologia vaginal, hasta que con ayuda
del profesor de obstetricia y ginecologia Herbert Traut en 1943 publicaron el estudio
“Diagnosis of Uterine Cancer by the Vaginal Smears” en el cual reportaron los resultados
de exdmenes de frotis vaginales realizados a 3014 mujeres los cuales fueron 98.4 %

acertados para el carcinoma cervical, 90.7 % para el carcinoma de cuerpo uterino.

Para 1948 la American Cancer Society aprobd la técnica en Estados Unidos y con ello en
otros paises recalcando su importancia en el diagnostico de carcinoma antes de presentar

un crecimiento invasivo y requerir un procedimiento invasivo y costoso.

En medicina veterinaria la importancia de la técnica de citologia vaginal radica en la
resolucion de patologias reproductivas e infecciosas, neoplasias, hiperestrogenismo y
control del ciclo estral para determinar la fecha 6ptima de la monta y detectar celos
silenciosos. Este ultimo aspecto ha cobrado gran relevancia en la actualidad pues se ha
extendido el negocio de la recria de perros para mantener el potencial genético de una raza
con determinado fin zootécnico. El proceso de inseminacién significa un esfuerzo
econémico y de trabajo para el propietario por lo que si se hace en un momento donde la
hembra no esté lista para recibir la monta o fecundar un évulo se presentan pérdidas de
tiempo y dinero, por lo que un estudio citolégico reduce significativamente el rango de error.
Es una herramienta basica en el laboratorio clinico debido a su rapidez y bajo costo. La
exactitud del diagnéstico esta ligado a la experiencia y conocimiento del clinico que lo
realiza pues se debe tener una buena base en el conocimiento de la estructura de los
diferentes tipos de células, la fase del ciclo estral en el que se presentan, anormalidades y

el momento 6ptimo para tomar la muestra.

La prevalencia de cancer en perros se ha incrementado en los ultimos afios. Esto puede
ser debido a un incremento real en la incidencia de cancer, a un aumento de la poblacion

canina en situacion de riesgo para el desarrollo de cancer, 0 a la concienciacion y el interés



de los propietarios de los animales de compafia por buscar otras opciones de diagnostico
y de tratamiento (Torres Mitchell, et al. 2015). Las neoplasias presentan una alta
prevalencia en los 6rganos reproductores (82%). El tumor venéreo transmisible (TVT) es
una de las neoplasias mas frecuentes en las regiones tropicales y subtropicales, y afecta
sobre todo a perros vagabundos y desnutridos. Es comun en las zonas marginales donde

no existe ningun plan de control de la poblacion canina (Nufiez Guadalupe, 2022).
Marco de referencia

En un estudio realizado por la Universidad Catolica De Santa Maria en 2013 en Peru, se
tomaron raspados vaginales a 49 hembras de 16 razas en diferentes fases del ciclo estral
con el fin de comparar diferentes métodos de tincion usados para diferenciar los ciclos
estrales y diagnosticar neoplasias uterinas y vaginales. En éste se lleg6 a la conclusién que
la tincion con mayor claridad de células fue Papanicolaou seguido por Diff Quick por el buen
detalle citoplasmatico y de nucleolos lo que permitié identificar anormalidades y en el caso

de TVT dar un diagnostico positivo confiable.

Los pardmetros considerados para la evaluacion y comparacion fueron Tiempo de
coloracién, Celularidad, Costos y Claridad.
Hipodtesis

La coloracion policroméatica de la tincion de Papanicolaou registra mejores resultados en
comparacion con otras técnicas de tincién debido a su buen detalle y claridad celular que

permite la identificacién y diferenciacién de los diferentes tipos de células.
Objetivos

e Conocer las ventajas de la tincion de Papanicolaou sobre otras coloraciones

o Determinar los casos 6ptimos para el uso de la tincion de Papanicolaou
Material y métodos

Para el desarrollo de esta investigacion se tomaron los datos obtenidos por la MVZ. Carolina
Del Rosario Carrasco en su investigacion comparativa con 49 muestras tefiidas con 4
métodos diferentes para valorar cambios citolégicos durante el estro en perras y su

aplicacion en el diagnéstico de neoplasias vaginales y uterinas.



|. Materiales de laboratorio

Colorante nuclear: Hematoxilina
Colorantes citoplasmaticos: Orange G y EA 50
Spray fijador / Metanol

Alcohol etilico 50%

Agua destilada

Agua corriente

Alcohol etilico 70%

Alcohol etilico 96%

Alcohol etilico 100%

Solucién aclaradora: Xilol
Laminillas

Cubre objetos

Guantes

S N N N N N N N N N O N N

Aceite de inmersion
II. Materiales biolégicos

v" Muestra de raspado vaginal fijada en himedo
[ll. Equipo de laboratorio

v" Microscopio 6ptico

v' Camara fotografica
IV. Toma de muestra

1. Se introduce en la vagina un hisopo de algodoén estéril humedecido con solucion
salina estéril utilizando un espéculo. El angulo de insercién es de aproximadamente
45 grados.
El hisopo se frota suavemente (2-3 giros) contra la mucosa vaginal.
El hisopo de algodén se gira suavemente sobre la laminilla de forma vertical 3 veces

y en paralelo
V. Tincion
La tincion de Papanicolaou tiene cuatro pasos principales

I.  Fijacion.



II.  Tincién del nucleo con Hematoxilina.
lll.  Tincién de citoplasma con Orange G y EA.

V. Aclaramiento.

Los pasos de la tincion estan entremezclados con soluciones que hidratan, deshidratan y
enjuagan las células. Desde 1960 se han hecho diversas modificaciones a la técnica, los
nucleos celulares pueden ser tefiidos de forma progresiva o regresiva. En la tincion
progresiva de hematoxilina, se tifie hasta el punto terminal y luego se enjuaga con agua
corriente hasta el viraje a azul, en esta los tiempos de coloracién son menores. En el método
regresivo se sobretifie la hematoxilina, el exceso de colorante se elimina con &cido
clorhidrico; también aqui se realiza el azulado con agua corriente. En la tincion regresiva

las estructuras del nicleo se presentan mas diferenciadas y se pueden ver mejor.

Fijar la muestra con spray.
2. Sumergir sucesivamente en alcohol 100%, alcohol 96%, alcohol 70% y agua, 1
minuto en cada liquido. (hidratacion)
Tefir con Hematoxilina de Harris durante 5 minutos
Lavar con agua corriente 6 veces durante 1 segundo.
Lavar con agua destilada y pasar la muestra por alcoholes de grado sucesivo, 70%,
96% y 100% durante 30 segundos en cada uno de ellos. (Deshidratacion)
6. Tendir con Solucion de Papanicolaou OG 6 de 1 a 1,5 minutos.
Lavar el exceso de colorante en dos banos de Etanol 96% sumergiendo la
preparacion 2 veces en cada uno de 3 a 4 segundos.
Tenir con Solucion de Papanicolaou EA 50 de 1,5 a 2 minutos.
Lavar en 3 recipientes distintos de Etanol 96% v/v sumergiendo la preparacién 2
veces de 3 a 4 segundos en cada uno de ellos.
10. Lavar en Etanol absoluto durante 30 segundos.
11. Sumergir la preparacién durante 4 minutos en un bafio 1:1 de Xilol y Etanol absoluto.
12. Aclarar con Xilol durante 3 minutos en un bafio.

13. Observar al microscopio.

Caldera, 2024, menciona en su estudio que la sensibilidad y especificidad de la técnica de
Papanicolaou mediante el método de citologia liquida es de 92.3% y 98.7%
respectivamente con un valor predictivo positivo de 80% y un valor predictivo negativo de
99.5% lo cual lo posiciona como una muestra muy confiable para daigndstico de patologias

neoplasicas cervicouterinas. El control de falsos negativos depende en gran medida del



patélogo que maneje la muestra pues solo con una fijacion inmediata se pueden prevenir

cambios secundarios o artefactos debidos a la sequedad por aire.

La empresa estadounidense Sigma-Aldrich que comercializa los reactivos necesarios para
la tincion de Papanicolaou reporta un rendimiento en términos de especificidad, sensibilidad

y repetibilidad del producto, con una tasa del 100 %

Se consulté el catalogo de precios de 2 distribuidoras mexicanas de productos quimicos
gue ofrecen el equipo de colorantes de Papanicolaou en presentaciones de 500 mly 1 Lt;
Veteris $2958 mxn presentacion 500 ml y $4732 mxn presentacion de 1 Lt; Hycel $3520
mxn presetacion de 1 Lt. Estos equipos incluyen: Hematoxilina Harris, Papanicolaou OG-6,

Papanicolaou EA-50 y Activador.

La tincion de Diff Quick es una variante comercial de la tincion de Romanowsky, es una
técnica rapida y barata que, entre sus grandes ventajas esta que en la preparacion del frotis
solamente se requiere de fijacion al aire y la coloracién se efectia en un maximo de 45
segundos. Aunque los detalles del nucleo y del nucléolo no se perciben tan bien como con
las de tipo Papanicolaou, estos suelen ser suficientes para diferenciar neoplasia de
inflamacion y para evaluar el potencial maligno en células neoplasicas. Esta tincion consiste
en el uso de 3 reactivos: Eosina Y colorante en una solucién tamponada con fosfato en un
pH de 6,6 y azida sddico como conservante; Colorante de tiazina en solucién tamponada

con fosfato con un de pH 6,6 y Solucién fijadora que contiene metanol.
Procedimiento:

1. Sumergir extendido en portaobjetos en el reactivo # 1 por 1 minuto

2. Sumergir extendido en portaobjetos en el reactivo #2 por 1 coloracién minuto
3. Sumergir extendido en portaobjetos en el reactivo # 3 por 1 minuto
4

Realizar un lavado rapido de la lamina con extendido en agua.
El laboratorio Hycel ofrece el kit de reactivos de 100 ML por $1068 mxn
Resultados

La evaluacion del método de tincion se realiz6 de acuerdo a los niveles de celularidad y

claridad que presentaron para el correcto diagndstico neoplasias y estado del ciclo estral.



Nivel Interpretacian

0 Nulo, En este nivel hay un 0% de
() celularidad ya que no se logran observar
las células.

1(+) Minima; En este nivel hay poca claridad y
cantidad celular observable, La cantidad
celular oscila enfre el 1 y 10 % segun el
tipo de célula v el estadio de ciclo esiral en
el que se encuentire la hembra.

2 Regulor, En este nivel se observa una

[++) claridad y cantidad  celulor observable
intermedia, la canfidad celular ascila entre
el 20 y 30 % seguin el fipo de célula y el
estadio de ciclo estral en el que se
encuentre lo hembra.

3 Buvenc, En este nivel se observan muchas

[+++)  célulos con nitidez la cantidad celular
oscila entre el 30 y 50 % segun el tipo de
célula y el estadio de ciclo estral en el que
se encuentre la hembra.

4 Excelents En este nivel se observan

(++++) baostontes células con mucha nitidez, la
cantidad celulor oscila entre el 60y 100 %
segin el fipo de célula y el esladio de ciclo
estral en el que se encuenire la hembra.

Tabla 1. Interpretacion de los pardmetros de cantidad y claridad celular. (Carrasco, C. 2013).

CLARIDAD AM % GM % D.Q % PAP %
0 1 2 0 0 0 0 3 6.1
+ 24 49 9 18.4 5 10.2 5 10.2

++ 13 26.5 21 429 13 26.5 - 8.2

4+ 11 22.5 16 32.6 18 36.8 2 4.1
+Ht+ 0 0 3 6.1 13 26.5 35 714
TOTAL 49 100 49 100 49 100 49 100

Tabla 2. Porcentaje de claridad celular observado en diferentes tinciones. AM= Azul de
metileno, GM= Giemsa, D.Q=Diff Quick y PAP= Papanicolaou (Carrasco, C. 2013).

En la tabla 2 se observa que la tincion de Azul de metileno tuvo un 49% de claridad en el
nivel 1, Giemsa 42.9% en el nivel 2, Diff Quick 36.8% en el nivel 3 y Papaniclaou 71% en el
nivel 4 (excelente) por lo que es la tincion con mejor claridad celular relacionada a la

cantidad observable.

La tincion azul de metileno da un detalle excelente del nlcleo y el nucléolo pero no permite
poner en evidencia las afinidades de coloracién de las células vaginales, por lo tanto, la

interpretacion del frotis se basa en su forma y en la visualizacion de su nucleo permitiendo



errores relevantes en la interpretacion, las tinciones de tipo Romanowsky Giemsa y Diff
Quick, tifien de forma excelente los 6rganos y el citoplasma de las células y con menor
nitidez al ndcleo y nucléolo, la tincion Papanicolaou es policromatica, tiiendo de forma
Optima el nicleo y el citoplasma, lo que proporciona mayor detalle que otras tinciones en
las caracteristicas celulares, dando pie a una diferenciacion y clasificacion celular excelente
(Carrasco, C. 2013).

Figura 1. Citologia vaginal de oveja, tincion papanicolaou

Para el diagnostico del ciclo estral, en el estudio de Carolina Carrasco, 2013, se puso a
prueba la tincién de Papanicolaou para evaluar la celularidad obtenida en cada etapa, a
continuacion, se presentan graficamente los resultados:
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Grafica 3. Celularidad en diestro con tincion de Papanicolaou  Gréfica 4. Celularidad en anestro con tincion de Papanicolaou

Tipos de Células; Abreviatura: Célula Epitelial Parabasal C.E.P; Célula Intermedia Grande C.I.G; Célula Intermedia Pequefia
C.1.P; Célula Superficial Nucleada C.S.N; Célula Superficial Anucleada C.S.A; Escamas Celulares E.C; Célula Metaestral
C.M; Célula Espumosa C.E; Eritrocitos E; Neutréfilos N
En cada etapa, la tincién de Papanicolaou permitié observar una celuraridad de nivel 4 ++++
siendo este el nivel de mayor cantidad observable del tipo celular que corresponde a la

etapa del ciclo estral presente.

En el caso de neoplasias cervicouterinas, el tumor venereo transmisible (TVT) es de
presentacion frecuente en perras sin control reproductivo y es donde se hace més énfasis
para la utilizacién de la citologia con tincion de Papanicolaou pues el alto detalle celular es

lo que se necesita para identificar las células con criterios de malignidad presentes.

NEOPLASIAS AM % GM % D.Q % PAPA %
™wT 0 0% a 0% 2 100% 2 100%
TOTAL DE HEMBRAS EVALUADAS 2

Tabla 3. Deteccidn de células cancerigenas compatibles con TVT. (Carrasco, C. 2013).

Sdlo en las tinciones de Papanicolaou y Diff Quick se detect6 el 100% de muestras positivas

a TVT por su buen detalle nuclear y citoplasmatico.

La tincion de Papanicolaou presenta significativas ventajas sobre el segundo lugar, Diff
Quick al brindar mayor detalle nuclear y citoplasmatico pues permite diferenciar una célula
neoplasica de otra con algun proceso inflamatorio. Por lo que seré la coloracion de eleccion

para el diagnostico de neoplasias cervicouterinas.

La desventaja observada es que requiere mas tiempo de preparacion y mas reactivos.

Ademas de que la interpretacion puede hacerse solo con el ojo humano, por lo tanto, la

mCEP
mCILP
CLG
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experiencia y conocimiento del observador es un factor determinante para el margen de

error de la prueba.
Discusion

La deteccion temprana de las fases del ciclo estral en caninos es de gran importancia para
el control de la actividad reproductiva, un correcto diagnéstico del momento éptimo para
inseminar o dar monta a la hembra reduce significativamente el rango de error para lograr
una gestacion exitosa, lo cual evita pérdidas econdmicas al propietario y evita el manejo
innecesario de la hembra. Ya que la presencia e intensidad de signos clinicos durante el
estro es variable en cada individuo, se recurre a la citologia vaginal para determinar por
medio del tipo y cantidad celular presentes en el tejido cervical, la fase del ciclo estral en el
que se encuentra, conocer la actividad hormonal presente e informar el momento ideal para
buscar la gestacién de la perra. El diagndstico del ciclo estral con la tincién de Papanicolaou
fue de alta especificidad pues se observé una muy buena claridad y celularidad en todas
las fases. Para el diagnéstico del TVT pese a que tanto Diff Quick como Papanicolaou
tuvieron 100% de asertividad, la muestra fue muy pequefia para afirmar el uso indistinto de
ambas, mas con la revision bibliogréfica se determina que lo éptimo en el diagnéstico de

neoplasias es usar a coloracion de Papanicolaou.

En las bibliografias consultadas, los autores establecen porcentajes de sensibilidad y
especificidad diferentes desde muy buenos, 92.3% y 98.7% respectivamente (Calera, 2024).
Como de bajo valor diagnéstico por la “alta subjetividad” del observador dandole un
porcentaje de sensibilidad de 78.5% (Sempere, 2006). Otro dato fue de poca sensibilidad
30.6%, pero alta especificiadad 88.4% (Rosado, 2014). De acuerdo a lo analizado, esta
diferencia en la evaluacion del rendimiento de la prueba puede deberse a la falta de
estandarizacion del método de coloracion y a la discrepancia en la interpretacién citolégica

inter-observadores.

La persona responsable de emitir el diagnéstico de laboratorio sobre la citologia vaginal,
debe ser responsable en el estudio de la identificacién y diferenciacion de las células del
tejido vaginal, pues la subjetividad diagnéstica a la que se refieren los autores es la Unica

herramienta que se tiene al momento para interpretar una prueba de papanicolaou.

Conclusiones



Se logro reconocer la importancia de la tincion de Papanicolaou en la citologia vaginal de
la practica veterinaria, sus ventajas sobre otros métodos de tincién teniendo el porcentaje
mas alto de claridad y celularidad, seguido del método de Diff Quick por lo que se determina
que estos serias los métodos de eleccion para tefiir una muestra de citologia vaginal en el

diagnostico del ciclo estral y cancer cervicouterino.
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INTRODUCCION

La evaluacion e interpretacion de la tripsina en caninos es un area de interés en la
veterinaria, especialmente para el diagnostico de trastornos pancreaticos.

La tripsina es una proteasa, una clase de enzimas que catalizan la descomposicién
de proteinas en péptidos y aminoacidos. Su funcién principal ocurre en el intestino delgado,
donde participa en la digestiobn de proteinas alimenticias para facilitar su absorcién y
aprovechamiento por el organismo. (Geneser, 2007)

Se produce en el pancreas como una proenzima inactiva llamada tripsindgeno. Este
precursor inactivo es secretado en el intestino delgado, donde es convertido en su forma
activa, tripsina, por la accién de la enzima enteropeptidasa, que se encuentra en la mucosa
intestinal. La tripsina activa luego puede actuar sobre diversas proteinas y también tiene la
capacidad de activar otras proenzimas pancreéticas, como el quimotripsinégeno y el
procarboxipeptidasa, asegurando una digestion proteica eficiente. (Strombeck y Guilford,
1995)

Actua sobre enlaces peptidicos especificos en las proteinas, principalmente
rompiendo enlaces en los sitios de aminoacidos bésicos como lisina y arginina. Esta accion
convierte las largas cadenas de proteinas en fragmentos mas cortos, llamados péptidos,
que posteriormente son descompuestos en aminoacidos individuales por otras enzimas

digestivas. (Geneser, 2007)

La funcién digestiva es esencial para la nutricion, ya que permite la liberacion de
aminoacidos que son cruciales para la sintesis de proteinas corporales, la produccién de
hormonas, y la reparacion de tejidos. Sin una actividad enzimética adecuada, se producirian

deficiencias nutricionales y problemas digestivos. (Strombeck y Guilford, 1995)

Ademas de su rol en la digestion, también tiene aplicaciones en la investigacion cientifica y
en la industria. En laboratorios, se usa para la digestion de tejidos y células en estudios de
biologia celular y molecular. En la industria, la tripsina se emplea en la produccién de
alimentos, la fabricacion de productos farmacéuticos y en la elaboracion de productos de

biotecnologia. (Dyce, 2012).




ANTECEDENTES

La evaluacion de la tripsina en caninos es crucial para diagnosticar y gestionar
diversas condiciones gastrointestinales y pancreaticas. La tripsina es un indicador
importante de la funcién pancreatica, y su medicion puede ayudar a identificar problemas
como la pancreatitis, la insuficiencia pancreatica exocrina y otras enfermedades
relacionadas. Existen varios métodos para evaluar y interpretar los niveles de tripsina en

caninos, cada uno con sus propias caracteristicas y aplicaciones. (Tams.1998).
PANCREATITIS

El pancreas es un poderoso reservorio de enzimas digestivas, aminas vaso activas,
de la familia las cininas y productos que influyen en la funcion miocardica y pulmonar (factor
depresor miocardico y factor de pulmén de choque). Ademas, dentro del pancreas
inflamado se elaboran otros péptidos y fragmentos enzimaticos que son muy vasoactivos y
téxicos para los tejidos. Es la generacion de este “caldo téxico” la que produce inicialmente
la lesion pancreatica local y luego provoca una multitud de signos sistémicos y
anormalidades bioquimicas. Los acontecimientos iniciales de la pancreatitis no se conocen
totalmente, pero estan implicados el dafio de la membrana de las células acinares

(permeabilidad) y la activacién intrapancreética del tripsindégeno. (Hardy, 1992)

Por motivos desconocidos, los cimégenos se fusionan con las proteasas
lisosomales. Cuando esto sucede, el tripsindbgeno es activado hasta tripsina. Esta enzima
es bastante eficaz a su auto hidrélisis, por lo que la activacion de pequefias cantidades de
tripsina no tiende a ser catastréfica. Sin embargo, si se produce una activacion significativa,
las células acinares contienen un inhibidor de la tripsina especifico, el inhibidor de la tripsina
secretora pancredtica (PSTI), que se sintetiza, almacena, y se secreta junto con otras
enzimas digestivas. Su funcionalidad se ve reducida a los bajos niveles de pH de las

vacuolas (Birchard y col, 2002).

Durante la pancreatitis aguda, la tripsina libera dos importantes poli-péptidos vaso
activos, la calicreina y bradicinina; ambos compuestos se presentan en alta concentracion
dentro del pancreas. Es posible detectar un incremento de la bradicinina circulante dentro
de las 3 horas después de inducir pancreatitis canina de forma experimental. Estas

sustancias causan vasodilatacion, hiperpermeabilidad capilar, hipotension, infiltracion




leucocitaria y dolor. Investigaciones recientes determinaron que un material del tipo
prostaglandina E se presenta en altos niveles en el efluente venoso pancreético y exudado

ascitico formado durante la enfermedad pancreética (Hardy, 1992).
INSUFICIENCIA PANCREATICA EXOCRINA

Es la incapacidad del pancreas para segregar la cantidad adecuada de enzimas que
aseguren una digestion normal. La causa mas frecuente es la atrofia idiopética de la células
acinares pancreaticas, que segun los ultimos estudios tiene un origen inmunomediado y en
algunas razas puede ser hereditaria. Es tipica de perros jovenes de menos de 2 afios de
edad y especialmente del Pastor Aleméan y del Collie de pelo duro. En animales de mediana
edad y de edad avanzada, la IPE puede ser causada por pancreatitis cronica (es la forma
mas frecuente en el gato) o por pancreatitis aguda recurrente. En algunos casos la IPE
puede presentarse secundariamente debido a procesos que interfieren con la secrecién de
enzimas por el pancreas (obstruccién del conducto pancreatico por procesos inflamatorios
o tumorales), o con la activacién de enzimas en la luz intestinal (hiperacidez duodenal, falta
de colecistoquinina, enteroquinasa duodenal o acidos biliares). Este déficit de actividad
enzimatica da lugar a un cuadro de maldigestién, de forma que los nutrientes no pueden
ser absorbidos en el intestino delgado, provocando un acumulo de carbohidratos y grasas
en el lumen intestinal, con la correspondiente fermentacién bacteriana, hidroxilacién de
acidos grasos y precipitacion de los acidos biliares, acidificacion del medio vy

sobrecrecimiento bacteriano. (Hall, 2003; Timoleon, 2004; Tams, 2005)

Otras anormalidades reconocidas incluyen alteraciones en la homeostasia de la
glucosa, por ejemplo, intolerancia subclinica a la glucosa (Rogers et al., 1983). Igualmente
alteracion en los péptidos reguladores gastrointestinales y pancreéticos como el polipéptido
intestinal vasoactivo, polipéptido inhibidor gastrico, somatostatina y polipéptido pancreatico
(Hellmann et al., 1991), y en la regulacion del crecimiento de la mucosa entérica, sintesis y

de gradacion de enzimas (Batt et al., 1979; Sorensen et al., 1988; Simpson et al., 1989b)

Casi todo el tripsin6geno, una inactiva preforma (cimégeno) de tripsina, es secretado
hacia el intestino delgado, sin embargo, una pequefia cantidad es liberada dentro del

espacio vascular y puede ser determinado por radioinmunoandlisis (Hall, 2003).




Contexto Historico de la Evolucion de las Pruebas de Tripsina
1. Primeros Métodos de Evaluacion Pancreatica
Métodos Indirectos (Hasta la Década de 1980):

e Evaluacion Clinica y Signos Clinicos: Antes de las pruebas especificas para tripsina,
los diagndsticos pancreaticos se basaban en la observacion de signos clinicos como
pérdida de peso, diarrea crénica y malabsorcion. Estas observaciones eran
indicativas, pero no proporcionaban un diagnéstico preciso de la funcién
pancreética.

o Pruebas de Digestién: Se utilizaban métodos indirectos, como la evaluacién de la
digestion de alimentos en las heces y pruebas generales de absorcion, que no eran
especificos para la tripsina ni para la funcién pancreética. (Dossin 2011)

2. Desarrollo de Métodos Directos para Evaluar la Tripsina
Introduccioén de la Prueba de Tripsina en Heces (Década de 1970):

e Pruebade Tripsina en Heces: Este método fue uno de los primeros intentos de medir
la actividad de la tripsina directamente en el tracto gastrointestinal. La medicion de
tripsina en heces ayudaba a evaluar la produccion de enzimas pancredticas y
proporcionaba una indicacion indirecta de la funcién pancreatica.

¢ Limitaciones: Aungue Uutil, este método tenia limitaciones en términos de sensibilidad
y especificidad. Ademas, la interpretacion de los resultados a menudo requeria el

contexto clinico del paciente. (Dossin 2011)
Desarrollo de la Prueba de Inmunorreactividad Similar a la Tripsina (TLI) (Década de 1980):

e Innovacién y Validacion: La introduccion de la prueba TLI marcdé un avance
significativo en el diagnéstico de insuficiencia pancreatica exocrina (IPE). La prueba
TLI mide los niveles de tripsina y tripsin6geno en suero utilizando técnicas de
inmunoensayo, como ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas).

e Aporte Clinico: La prueba TLI fue validada como una herramienta altamente sensible
y especifica para diagnosticar IPE en caninos, proporcionan do una medicion directa

de la actividad de tripsina y su precursor. (Dossin 2011)

3. Avances en Tecnologia y Diagnéstico (Décadas de 1990 y 2000)




Mejoras en la Tecnologia de Ensayo:

e Automatizacion y Precision: Con el avance de la tecnologia de laboratorio, las
pruebas TLI se han vuelto més precisas y automatizadas. La introduccién de
técnicas méas avanzadas de analisis ha mejorado la velocidad y la exactitud de las
pruebas de tripsina.

e Desarrollo de Nuevas Técnicas: A medida que la tecnologia ha avanzado, también
se han desarrollado métodos mas refinados y sensibles para medir la tripsina y otras

enzimas pancreaticas.
Investigacion y Aplicaciones Clinicas:

¢ Investigaciones Adicionales: Se ha llevado a cabo una investigaciéon adicional para
entender mejor las variaciones en los niveles de tripsina y su relaciéon con diversas
condiciones clinicas. Esto ha llevado al desarrollo de métodos complementarios y
enfoques mas integrales para evaluar la funcién pancreatica.

e Aplicaciones Clinicas Ampliadas: Las pruebas de tripsina, especialmente la TLI, se
han integrado de manera mas generalizada en la practica clinica veterinaria para

diagnosticar y gestionar trastornos pancreaticos.
4. Estado Actual y Tendencias Futuras (Desde 2010 en Adelante)
Innovaciones en Diagndstico:

¢ Nuevas Tecnologias y Métodos: La investigacion continua esta centrada en mejorar
aun mas las pruebas de tripsina, explorando nuevas tecnologias y métodos que
podrian ofrecer diagndsticos mas rapidos y precisos.

¢ Enfoques Combinados: Se esté investigando la combinacion de pruebas de tripsina
con otras evaluaciones diagndésticas para obtener una imagen mas completa de la

funcion pancreatica y mejorar la precision diagnéstica.
Desarrollo de Terapias y Manejo Clinico:

e Tratamientos Avanzados: Con el mejoramiento de los métodos de diagnéstico,
también se estan desarrollando nuevas estrategias de tratamiento para IPE y otras

enfermedades pancreéticas en caninos.




Monitoreo y Evaluacion Continua: La evolucion en las pruebas de tripsina también
ha llevado a un mejor monitoreo y manejo de las condiciones pancredticas,

permitiendo ajustes mas precisos en el tratamiento y la atencién.




MARCO DE REFERENCIA
Contexto Tedrico
Funcién de la Tripsina en la Digestion:

e Latripsina es una enzima proteolitica esencial producida en el pancreas y liberada
en el intestino delgado, donde descompone proteinas en péptidos mas pequefios y
aminoacidos. Su funcién es crucial para la digestion y absorcién de proteinas.

e Produccién y Activacion: La tripsina se produce en forma de tripsinégeno, que se
activa en tripsina en el intestino delgado mediante la enteropeptidasa. Esta enzima
también activa otras proenzimas pancreaticas. (Kirk. 2000)

Importancia Clinica de la Tripsina:

¢ Insuficiencia Pancreatica Exocrina (IPE): La IPE se caracteriza por una produccién
insuficiente de enzimas digestivas, incluyendo la tripsina. Esto puede llevar a
malabsorcion de nutrientes y sintomas clinicos como diarrea y pérdida de peso.

e Pancreatitis: La inflamacién del pancreas puede alterar la produccioén y liberacion de

tripsina, afectando los niveles séricos y en heces. (Webster, 2008).
Revision de Literatura
Métodos de Evaluacion de Tripsina:
1.- Prueba de Inmunorreactividad Similar a la Tripsina (TLI)
Desarrollo y Validacion:

e Historia: La prueba de inmunorreactividad similar a la tripsina (TLI) fue introducida
en la década de 1980. Fue desarrollada como una herramienta para diagnosticar la
insuficiencia pancreética exocrina (IPE) al medir la concentracion de tripsina y su
precursor, el tripsinégeno, en suero.

e Método: La prueba TLI utiliza técnicas de inmunoensayo, como el ELISA (ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas), para detectar y cuantificar niveles de tripsina
y tripsin6geno en el suero. La medicion se realiza mediante la utilizacion de

anticuerpos especificos que se unen a estas proteinas.




e Validez: La TLI ha sido ampliamente validada en estudios clinicos y es considerada
el estandar de referencia para el diagndstico de IPE en caninos debido a su alta

sensibilidad y especificidad. (Bancroft. 2010).
Aplicaciones Clinicas:

e Diagnostico de IPE: La TLI es utilizada para confirmar la insuficiencia pancreética
exocrina, una condicién en la que el pancreas no produce suficientes enzimas
digestivas. Los niveles bajos de TLI en suero son indicativos de IPE.

e Monitoreo de Tratamientos: También se emplea para monitorear la respuesta a
tratamientos en caninos con IPE, evaluando si los niveles de tripsina se nhormalizan

con la terapia enziméatica adecuada. (Bancroft. 2010).
Limitaciones:

e Variabilidad en los Resultados: Existen algunas variaciones en los resultados debido
a factores como la dieta del animal, el estado clinico y el manejo de la muestra.

2.- Medicion de Tripsina en Heces
Método y Aplicaciones:

e Desarrollo: La medicién de tripsina en heces fue desarrollada como una alternativa
para evaluar la funcién pancreatica en el tracto gastrointestinal. Este método se
basa en la deteccion de la tripsina en muestras de heces, reflejando la actividad
enzimatica pancreatica.

e Uso Clinico: Aungue menos comun que la prueba TLI, la medicién de tripsina en
heces puede ser (til en ciertos contextos clinicos para confirmar diagnésticos vy
evaluar la funcién pancreatica. Se puede utilizar en combinacidn con otros métodos

para obtener una visibn mas completa de la funcion pancreatica (Smith. 2010).
Limitaciones:

e Sensibilidad: La sensibilidad de la medicion de tripsina en heces puede ser menor
gue la de la prueba TLI. Ademas, los resultados pueden verse afectados por la

calidad de las muestras y las variaciones en la digestion intestinal (Bancroft. 2010).

3.- Pruebas Funcionales Pancreéaticas




Pruebas de Estimulacion:

e Test de Estimulacidon con Secretina: Esta prueba evalla la respuesta del pancreas
a la secretina, una hormona que estimula la produccién de bicarbonato pancreatico.
Aungue no mide directamente la tripsina, proporciona informacion sobre la funcién
general del pancreas.

e Test de Estimulacién con Colecistoquinina (CCK): Evalla la respuesta pancreatica
a la colecistoquinina, que estimula la liberacién de enzimas digestivas, incluida la
tripsina. Aunque estas pruebas son mas comunes en investigacion, pueden ofrecer

informacién adicional sobre la funcién pancreatica. (Martin, 2015).

Limitaciones:

e Uso Clinico: Estas pruebas son mas invasivas y menos comunes en la practica
clinica diaria debido a su complejidad y costo. Se utilizan mas frecuentemente en
estudios de investigacion y en contextos clinicos especificos (Martin, 2015).

4.- Avances Recientes y Tecnologias Emergentes
Innovaciones en Tecnologias de Ensayo:

e Tecnologias Avanzadas: Con el desarrollo de tecnologias mas avanzadas y la
automatizacién en los laboratorios, las pruebas de tripsina, especialmente la TLI, se
han vuelto mas precisas y rapidas. Se han introducido mejoras en la sensibilidad y
especificidad de estas pruebas (Anderson, (2018).

¢ Aplicaciones en Investigacion: Se estan explorando nuevas técnicas y métodos para
medir la tripsina y otras enzimas pancreaticas, con el objetivo de mejorar la precision
diagnostica y proporcionar nuevas herramientas para la evaluacion de la funcién
pancreatica (Lee, 2020).

Tendencias Futuras:

Desarrollo de Nuevas Herramientas: La investigacion continta enfocandose en el desarrollo
de herramientas de diagnostico mas sensibles y especificas. Se exploran métodos
complementarios y nuevas tecnologias para ofrecer una visibn mas completa de la salud
pancreatica (Fitzgerald, 2023).




MATERIAL Y METODOS

En el presente articulo se utiliz6 una metodologia de revision de literatura, la cual
consistié en tomar fuentes bibliogréaficas, tanto de libros como de articulos, y de estos, tanto
cientificos, de revisiones anteriores, de investigacion y de casos clinicos, de los cuales se

abstrajo la informacién mas relevante.

Metodologia de la Prueba de Inmunorreactividad Similar a la Tripsina (TLI)
1.- Preparacién del Paciente
Preparacion Preliminar:

e Ayuno: El animal debe estar en ayunas durante un periodo recomendado,
generalmente de 8 a 12 horas, antes de la recoleccién de la muestra para evitar
interferencias en los niveles de tripsina debido a la ingesta reciente de alimentos.

e Historial Clinico: Se debe recolectar un historial clinico detallado del animal,
incluyendo sintomas, antecedentes de enfermedades, y tratamientos previos para
evaluar la necesidad de la prueba.

2.- Recoleccién de la Muestra
Procedimiento de Obtencién:

¢ Método de Muestra: Se obtiene una muestra de sangre del animal, preferiblemente
de una vena periférica (por ejemplo, la vena cefalica, jugular o safena).

e Preparacion de la Muestra: La sangre se recolecta en un tubo que contiene un
anticoagulante, como EDTA o heparina, para evitar la coagulacion. Se puede utilizar
un tubo sin aditivos para obtener suero si se requiere.

3.- Procesamiento de la Muestra
Preparacion del Suero:

e Centrifugacion: La muestra de sangre se centrifuga para separar el suero de las
células sanguineas. Generalmente, la centrifugacion se realiza a 3,000-4,000 rpm
durante 10 minutos.

Almacenamiento: El suero se debe almacenar a -20°C o -80°C si no se puede
analizar inmediatamente. El suero debe ser manejado con cuidado para evitar la
degradacion de las proteinas.

4.- Realizaciéon de la Prueba

Método de Ensayo:




e Inmunoensayo: La prueba TLI se realiza utilizando técnicas de inmunoensayo, como
ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas). Esta técnica detecta y
cuantifica los niveles de tripsina y tripsinégeno en el suero.

e Reagentes: Se utilizan anticuerpos especificos que se unen a tripsinay tripsindgeno.
La reaccion entre los anticuerpos y las proteinas objetivo produce una sefal
detectable, generalmente un cambio de color. (Webster, 2008).

Procedimiento de ELISA:

e Preparacién del Placa: Se recubren placas de microtitulacion con anticuerpos
especificos contra tripsina y tripsinégeno.

e ncubacion: Se afade el suero a los pocillos de la placa y se incuban para permitir la
union de las proteinas objetivo a los anticuerpos.

¢ Lavado: Se eliminan los componentes no especificos mediante lavados repetidos.

o Deteccibn: Se afiade un sustrato enzimatico que reacciona con los anticuerpos
unidos para producir una sefal (generalmente un cambio de color) que se mide con
un lector de placas. (Bancroft. 2010).

5. Andlisis de Resultados
Interpretacion:

¢ Niveles de Tripsina y Tripsin6geno: Los resultados se interpretan comparando los
niveles de tripsina y tripsinégeno en el suero con los valores de referencia
establecidos para caninos sanos.

o Valores de Referencia: Los niveles bajos de TLI en suero son indicativos de
insuficiencia pancreatica exocrina. Los valores de referencia pueden variar segun el
laboratorio, por lo que es importante utilizar los valores proporcionados por el
laboratorio especifico que realiza la prueba. (Webster, 2008).

Evaluaciéon Adicional:

e Diagnostico Clinico: Los resultados de la prueba deben interpretarse en conjunto
con otros hallazgos clinicos y pruebas diagnésticas para confirmar la presencia de
IPE y planificar el tratamiento adecuado. (Bancroft. 2010).

6.- Limitaciones y Consideraciones
Factores que Afectan la Prueba:

e Variabilidad de Resultados: Los resultados pueden variar segun la dieta del animal,
el estado clinico y el manejo de la muestra. Es importante seguir las instrucciones
de preparacion del paciente y manejo de la muestra cuidadosamente.

e Interferencias: La presencia de anticuerpos heterélogas u otros factores pueden
interferir con la prueba, lo que puede afectar la precisién de los resultados.




Complementariedad:

¢ Uso en Conjunto: La prueba TLI es una herramienta valiosa pero no debe utilizarse
como Uunico criterio para el diagndstico. A menudo se combina con otras pruebas
diagnosticas y evaluaciones clinicas para obtener una imagen completa de la
funcion pancreética del animal. (Webster, 2008).

Metodologia de la Prueba de medicion de tripsina en heces.
1.- Preparacién del Paciente
Preparacion Preliminar:

e Ayuno: El animal debe estar en ayunas durante un periodo recomendado,
generalmente de 8 a 12 horas, antes de la recolecciéon de la muestra para evitar
interferencias en los niveles de tripsina debido a la ingesta reciente de alimentos.

e Historial Clinico: Se debe recolectar un historial clinico detallado del animal,
incluyendo sintomas, antecedentes de enfermedades, y tratamientos previos para
evaluar la necesidad de la prueba.

2.- Recoleccién de la Muestra
Método de Obtencion:

e Obtencion de Heces: La muestra de heces debe ser recolectada directamente del
animal, preferiblemente en la mafiana para asegurar la frescura. Se debe recolectar
una muestra representativa y evitar la contaminacion con tierra o materia extrafia.

¢ Cantidad de Muestra: Se necesita una cantidad adecuada de heces para realizar la
prueba, generalmente aproximadamente 5-10 gramos de heces.

Manejo de la Muestra:

¢ Almacenamiento Inmediato: La muestra debe ser colocada en un contenedor limpio
y seco. Se debe evitar el almacenamiento prolongado a temperatura ambiente. Si la
muestra no puede ser procesada inmediatamente, se debe almacenar a 4°C hasta
Su procesamiento.

3.- Procesamiento de la Muestra
Preparacion de la Muestra:

e Homogeneizacion: Las heces deben ser homogenizadas para asegurar que la
muestra sea representativa. Se puede utilizar un mortero y pistilo o un mezclador
para esta tarea.

e Extraccion de Tripsina: Se realiza una extraccion de tripsina de las heces utilizando
soluciones tamponadas. Esto generalmente se hace disolviendo las heces en una
solucién tamponada, seguido de centrifugacion para separar las fracciones solubles.




4.- Realizacion de la Prueba
Método de Ensayo:

e Inmunoensayo: Similar a la prueba TLI, la medicion de tripsina en heces puede
realizarse mediante técnicas de inmunoensayo, como ELISA (ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas), que detecta y cuantifica la tripsina en la
muestra de heces. (Webster, 2008).

Procedimiento de ELISA:

e Preparacién de Placa: Se recubren placas de microtitulacién con anticuerpos
especificos para tripsina.

¢ Incubacion: Se afiaden las muestras de heces preparadas a los pocillos de la placa
y se incuban para permitir la unién de la tripsina a los anticuerpos.

e Lavado: Se eliminan los componentes no unidos mediante lavados repetidos.

o Deteccibn: Se afiade un sustrato enzimatico que reacciona con los anticuerpos
unidos, produciendo una sefal detectable que se mide con un lector de placas.

Alternativas: Ademas de ELISA, también se pueden utilizar métodos enzimaticos
especificos para cuantificar la tripsina en heces.. (Bancroft. 2010).

5.- Andlisis de Resultados
Interpretacion:

¢ Niveles de Tripsina: Los resultados se interpretan comparando los niveles de tripsina
en heces con los valores de referencia establecidos para caninos sanos. Niveles
bajos de tripsina pueden ser indicativos de insuficiencia pancreatica exocrina.

e Evaluacion Clinica: Los resultados deben ser evaluados en conjunto con otros
hallazgos clinicos y pruebas diagnésticas para confirmar el diagnéstico de IPE vy
planificar el tratamiento adecuado. (Webster, 2008).

Valores de Referencia: Los valores de referencia pueden variar entre laboratorios, por lo
gue es importante utilizar los valores proporcionados por el laboratorio que realiza la
prueba. (Gordon, 2005).

6.- Limitaciones y Consideraciones
Factores que Afectan la Prueba:

e Sensibilidad: La sensibilidad de la medicion de tripsina en heces puede ser menor
en comparaciéon con la prueba TLI. La calidad de la muestra y el manejo pueden
afectar los resultados.




e Interferencias: Las heces pueden contener otros compuestos que interfieran con la
prueba, por lo que es crucial seguir las instrucciones de procesamiento y manejo de
muestras. (Bancroft. 2010).

Uso Complementario:

e En combinacion con otras pruebas: La medicion de tripsina en heces puede
utilizarse en combinacion con otras pruebas diagndsticas, como la TLI, para obtener
una visiébn mas completa de la funcién pancreatica. (Gordon, 2005).

Metodologia de la Prueba de Estimulacion con Colecistoquinina (CCK)
1.- Preparacién del Paciente:

Ayuno: El paciente debe estar en ayunas durante 12-24 horas antes de la prueba para
asegurar que los resultados no se vean afectados por la ingesta de alimentos.

2.- Recoleccién de Muestras:

e Muestra Basal: Se obtiene una muestra de sangre o0 jugo pancredtico antes de la
administracién de CCK para medir los niveles basales de enzimas pancredticas.

Estimulacion:

e Administracibn de CCK: Se administra CCK intravenosa al paciente. La CCK
estimula la liberacion de enzimas digestivas por parte del pancreas.

3.- Recoleccién de Muestras Post-Estimulacion:

Muestra de Respuesta: Se obtienen muestras adicionales de sangre o jugo pancreatico a
intervalos especificos después de la administracion de CCK para medir la respuesta en la
liberacion de enzimas.

4.- Andlisis de Resultados:

Evaluacién de Respuesta: Se comparan los niveles de enzimas en las muestras post-
estimulacion con los niveles basales. Una respuesta insuficiente puede indicar una
disfuncién pancreética, como insuficiencia pancreatica exocrina. (Gordon, 2005).

Metodologia de la Prueba de Estimulacién Intraduodenal
1.- Preparacion del Paciente:

e Ayuno: El paciente debe estar en ayunas para garantizar que la estimulacion y los
resultados no se vean alterados por la presencia de alimentos.

2.- Recoleccion de Muestras:

e Muestra Basal: Se obtiene una muestra del contenido duodenal o jugo pancreatico
antes de la estimulacion.




Estimulacion:

¢ Administracién de Estimulantes: Se introduce una solucién estimulante
directamente en el duodeno. Esto puede incluir soluciones que contienen acidos
grasos, aminodcidos o sales biliares, que estimulan la liberacién de enzimas
pancreaticas. (Gordon, 2005).

3.- Recoleccion de Muestras Post-Estimulacion:

e Muestra de Respuesta: Se recolecta el contenido duodenal o jugo pancreético en
intervalos especificos después de la estimulacion.

4.- Analisis de Resultados:

e Evaluacion de Secrecion: Se mide la cantidad de enzimas digestivas, como tripsina
y lipasa, en el contenido recolectado. La respuesta insuficiente puede indicar una
deficiencia en la funcién pancreatica. (Miller, 2008).

Metodologia de la Prueba de Evaluacion de la Digestién de Alimentos
1.- Preparacién del Paciente:

¢ Ayuno: Similar a otras pruebas, se recomienda que el paciente esté en ayunas para
evitar interferencias de los alimentos.

2.- Administracion de Comida:

e Comida Estandar: Se administra una comida estandar que contiene una cantidad
conocida de nutrientes y marcadores.

3.- Recoleccién de Muestras:

e Muestras de Heces y Sangre: Se recolectan muestras de heces y sangre en
intervalos especificos después de la comida para evaluar la digestion y absorciéon
de nutrientes.

4.- Andlisis de Resultados:

e Evaluacién de Digestion: Se analizan las muestras para medir la presencia de
nutrientes no digeridos en las heces y los niveles de nutrientes en la sangre. La
presencia de nutrientes no digeridos puede indicar insuficiencia pancreatica.

Consideraciones y Limitaciones

e Invasividad y Costo: Algunas pruebas funcionales, como las de estimulacién con
secretina y CCK, pueden ser invasivas y costosas, lo que limita su uso a contextos
especificos o centros especializados. (Miller, 2008).




e Interferencias: Las condiciones del paciente, como infecciones o medicamentos,
pueden afectar los resultados de las pruebas. Es importante considerar estos
factores al interpretar los resultados. (Smith. 2010).

Complementariedad: Las pruebas funcionales pancreaticas a menudo se utilizan en
combinacién con otras pruebas diagndsticas para proporcionar una evaluacién completa
de la funcién pancreatica. (Miller, 2008).




RESULTADOS

AGENTES ACCION SOBRE EL PANCREAS
Colecistocinina (CCC) Aumentan la secrecion de enzimas pancreaticas
Gastrina y de ligquido rico en HCOs3 y agua por parte de las
Acetilcolina células acinares.
Sustancia P
Secretina Aumenta la secrecion de liquido rico en bicarbonato
Péptido intestinal vaso activd | por parte de las células ductales.

Péptido histidina isoleucina

Insulina Aumento de la sintesis y de la secrecion de enzimas
Factores de crecimiento tipo efectos troficos.

Insulina (IGF)

Somatostatina Inhibe la secrecion de las células acinares y ductales.

Tabla. 1- Reguladores qguimicos de la secrecion pancreatica exocrina. Modificado de Pocock,
2005.

Enzima cimogeno activador accion

Tripsina tripsinogeno enterocinasa  hidrolizar uniones peptidicas.
Quimotripsina quimotripsinogeno  tripsina hidrolizar uniones peptidicas.
Elastasa proelastasa tripsina hidrolizar uniones peptidicas.
Carboxipeptidasa  procarboxipeptidasa tripsina ataca extremo C-terminal.
Amilasa digiere el almidén en maltosa
Lipasa rompe los glicéridos.
Colipasa procolipasa tripsina ancla la lipasa al lipido
Fosfolipasa A2 profosfolipasa tripsina separa a.g de fosfolipidos

Tabla 2- Enzimas pancreaticas. Tomado de Pocock, 2005.




Enfermedad Folato Cobalamina *TLi

Insuficiencia Aumentada o normal Disminuida Disminuida

pancreatica exocrina

Sobre crecimiento Aumentado Disminuida Normal
bacteriano
Enf. de intestino Disminuido Normal Normal
delgado proximal
Enf. del intestino Normal Disminuida Normal
delgado distal
Enfermedad difusa del Disminuida Disminuida Normal

intestino delgado

Tabla 5- Cambios en los resultados de laboratorio de la concentracion de folato,
cobalamina y de la inmunoreactividad por andlogos a fa tripsina que se produce en
diversas enfermedades por mala asimilacion. Tomado de Dossin, 2011.

*TLI (Tripsina inmunoreactiva serica).

NIVELES DE TLI EN PERROS NORMALES
Y CON TRASTORNOS DE MAL ABSORCION
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En pancreatitis, el diagnostico mediante la TLI tiene un enfoque distinto, puesto que
su elevacioén por sobre el valor de referencia ocurre en los 2-3 primeros dias de evolucién,
siendo de utilidad en el diagndstico precoz de la enfermedad y es fundamental para el
pronéstico. Se recomienda usar TLI en conjunto con otras pruebs pancredticas (lipasa y

amilasa), lo que ayuda a precisar el diagnadstico.

Los perros sanos tienen una concentracion sérica de TLI de 5,0 a 35,0 ng/ml, mientras. que

los perros con EPI en fase terminal, tienen niveles anormalmente bajos (<>)

Intesting delgado quimictrips nagero qumiotnpsina

.

N
o

Sin la actividad de estas enzimas, el resultado es una malabsorcién con presencia
de restos de alimentos sin digerir en las deposiciones del perro, el que si bien ingiere gran
cantidad de alimentos, estad permanentemente desnutrido. Sin un tratamiento adecuado, el

paciente puede literalmente morir de hambre y desnutricion.




DISCUSION

Segun Tams (2005), existe cierta relacion genética o predisposicion en razas como
el Pastor alemén, el Collie pelo largo y el Setter inglés; sin embargo no se puede considerar
una norma general ya que a pesar de ser las razas en las que mas se presenta la
enfermedad, también ha sido reportada en otras razas. Pudiendo afectar a caninos de
cualquier edad, donde el rango de edad mas comun en la clinica es entre 1 a 7 afios, siendo
antes de los 2 afios la edad donde comienzan los signos clinicos, esta enfermedad puede

darse tanto en hembras como en machos, no presenta predisposicion de sexo.

Tams (2005) afirma que los perros que suelen acudir a la consulta por una diarrea
cronica con heces voluminosas, con aspecto blando y coloracién entre amarillenta y
grisacea y por pérdida de peso entre moderada y extrema, acompafiadas de un apetito
voraz, atribuidos directamente a una disminucién de las concentraciones intraduodenales
de enzimas pancreéticas, bicarbonato y otros factores, lo cual provoca una malasimilacion
de las grasas, carbohidratos y proteinas. Estos son los signos mas comunes por los cuales
el propietario decide llevarlo al veterinario. Muchos perros presentan un deterioro del estado
del pelaje (pérdida de pelo, eczema, sequedad, escamas) y, en ocasiones, se observa
vomito, dolor a la palpacién abdominal, flatulencia, polidipsia y una clara disminucion de la

masa muscular.

El primer plan diagnéstico para realizar por parte del médico veterinario al
encontrarse con un cuadro de diarrea es el de realizar un coprolégico, lo cual no estd mal,
ya que un coprolégico nos indica presencia o ausencia de bacterias, parasitos, grasas
neutras, almidones, tripsina fecal, alimento no digerido, entre otros. La presencia de almidon
en las heces puede indicar deficiencia de amilasa, la presencia de fibras musculares no
digeridas en los frotis fecales de animales con una dieta céarnica, indican deficiencia de
proteasa. El aumento de grasa neutra es indicativo de mala digestion. Pero los resultados
que arroja el coprolégico no son sensibles ni especificos (Birchard, 2002). Al no encontrar
un resultado especifico en la muestra de materia fecal, o al tratarlo y obtener reincidencia
de signos, el siguiente paso es realizar un perfil pancreatico que en la mayoria de

laboratorios.

Segun Dossin (2011), la concentracion de TLI es la prueba diagnéstica de eleccion
para perros y gatos, se realiza mediante la confirmacion de una concentracion inferior a la

normal de TLI en una muestra de suero tomada en ayunas. Se considera que la TLI sérica




procede Unicamente del pancreas y constituye un indicador de la masa pancreatica 'y de la
inflamacién. Ademas los perros que padecen de un trastorno del intestino delgado tienen

concentraciones normales de TLI.

Kirk (2000) expone que en cuanto al tratamiento lo primordial es que se debe estar
seguro del diagnostico para asi poder tratar al paciente de la mejor forma, el tratamiento
suele basarse fundamentalmente en la suplementaciobn del alimento con enzimas
pancreaticas exégenas y en un manejo dietético adecuado. El problema se basa en que
solo se suminista el suplement6 en un periodo menor a dos semanas, llegando nuevamente
con los mismos signos clinicos después de 3 meses debido a que esta enfermedad es
cronica y el tratamiento debe ser sin tiempo de retiro, cuando se remplaza las enzimas
pancreaticas y se haya controlado la diarrea y el animal este ganando peso se debe ajustar

la dosis minima efectiva de mantenimiento, pero no tratarlo por periodos cortos.




CONCLUSION

La evaluacion de la tripsina es una herramienta valiosa en la diagndstico y manejo
de trastornos pancreéticos en perros, especialmente para la identificacion de insuficiencia
pancredtica exocrina. La prueba de inmunorreactividad similar a la tripsina (TLI) es un
método confiable y especifico para detectar esta condicidén. Sin embargo, la interpretacion
de los resultados debe tener en cuenta las posibles variaciones y limitaciones, y debe

integrarse en una evaluacion clinica mas amplia del paciente.

Es fundamental que los veterinarios mantengan un enfoque integral y utilicen
multiples herramientas diagndsticas para ofrecer el mejor cuidado posible a los perros con
sospecha de enfermedades pancreédticas. La combinacion de pruebas funcionales
pancreéaticas, evaluacion clinica, y monitoreo continuo del tratamiento asegura una gestion

efectiva de estas condiciones y mejora la calidad de vida de los pacientes caninos.

Es importante como en cualquier patologia, llevar un seguimiento del paciente,
realizando controles mensuales del paciente, ya que en la mayoria de perros es posible la
disminucion de la dosis inicial del suplemento enzimatico y ademas generar en el propietario

importancia tanto de él como de su mascota.
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INTRODUCCION

La elevacién de estrégenos séricos es una herramienta importante en el diagnéstico de
patologias en machos y hembras caninas Los estrégenos son hormonas sexuales femeninas,
pero también estan presentes en machos y juegan un papel crucial en La regulacién de la funcion

reproductiva y de la salud 6sea.
Fisiologia de los estrégenos

El eje hipotalamico hipodfisis gonadal, la GnRH es regulada centralmente por diversos
neurotransmisores. Al ser secretada en el sistema porta-hipofisiario es transportada a la
adenohipdfisis donde se une a sus receptores en los gonadotropas hipofisiarios de este modo,
estimula la liberacion de LH y FSH, las cuales al unirse a sus receptores en sus 6rganos blanco,

en las gonadas, estimulan la sintesis y secrecion de hormonas sexuales.

El hipotalamo y la adenohipo6fisis (I6bulo anterior de la hipéfisis) secretan proteinas y hormonas

peptidicas que controlan la actividad gonadal.

La receptividad sexual viene determinada en la hembra por la interaccion de las hormonas
estrogeno y progesterona a partir de la accion de la hormona liberadora de la ganotropinas y por

la testosterona en el macho.

Las enfermedades habituales que afectan de forma directa la glandula mamaria son la mastitis

comun en ganado lechero y la neoplasia frecuente en perras no castradas.

El aparato reproductor del macho se regula por medio del hipotadlamo que estd hormonalmente

unido a la adenohipdfisis y los testiculos por la LH y la FSH.3



HIPOTESIS

Cudl es la importancia en la evaluacion de estrégenos séricos en el diagndstico de patologias en

machos y hembras caninas.

MATERIAL Y METODOS

Al tratarse, de un trabajo de investigacion documental se trabajara con fuentes digitales, se ha
requerido una indagacién profunda del tema a tratar para escoger la informacion mas adecuada
y relevante en el ambito de la evaluacion de estrégenos séricos en el diagnostico de patologias

en machos y hembras caninas.

Una de las mayores dificultades en este tipo de proyectos, es la gran cantidad de fuentes de
informaciéon que existen y como consecuencia, el asegurarse de la veracidad de dicha

informacion que se nos presenta es un arduo trabajo

Las principales fuentes bibliograficas que se han consultado a lo largo de este trabajo son los

siguientes repositorios: 6

PubMed es un sistema de busqueda desarrollado por la National Center Biotecnology
Informacion (NCBI) en la National Library of Medicine (NLM) de Estados Unidos. Este sistema

permite acceder a bases de datos recopiladas por MEDLINE, PreMEDLINE, Genback y



Complete Genoma. Ademas, PubMed incluye acceso a textos completos de articulos de revistas

y de libros electrénicos.

Google Académico (eninglés, Google Scholar) es un motor de busqueda de Google enfocado

y especializado en la busqueda de contenido y bibliografia cientifico-académica.

La busqueda inicial se basd, primeramente, en la consulta de cada enfermedad en todas las
plataformas citadas anteriormente, para tener una vision global de cada una de ellas. Las

palabras clave utilizadas fueron el nombre de cada una de las enfermedades.

La evaluacién de estrogenos séricos esta indicada en los siguientes casos:

Patologias reproductivas en hembras caninas.
Enfermedades endocrinas, sindrome de Cushing y el hipotiroidismo.
Tumores reproductivos como tumores en hembras 6 testicular en machos caninos.

Enfermedad prostética.7

Patologias reproductivas en hembras caninas

Desérdenes del Ovario Desoérdenes del Utero canino Complejo Hiperplasia endometrial quistica
Esta entidad se produce cuando restos de ovario han quedado en la bolsa ovarica luego de la
cirugia o células ovaricas se implantan en tejidos adyacentes. El tejido ovarico residual sigue
funcional en el organismo, por lo que, luego de la castracion quirdrgica, estos pacientes muestran

signologia de una hembra que cicla.8


https://es.wikipedia.org/wiki/Motor_de_b%C3%BAsqueda
https://es.wikipedia.org/wiki/Google

5. Sindrome de ovario remanente

* En una paciente en edad reproductiva que ha tenido una
salpingo-ooforectomia bilateral, con o sin una histerectomia .

* Ocurre donde la extraccidon incompleta de tejido ovarico
puede resultar en el futuro en quistes pélvicos y en cuadro de
dolor. p :

Diferenciar de Sindrome de ovario residual en el que un ovario

intencionadamente dejado en su lugar durante la cirugia ginecoldgica
eventualmente causa dolor abdominal.

Imagen 1 Tejido ovarico remanente.

Quistes foliculares Los quistes foliculares son estructuras ovaricas que contienen un liquido
seroso y se encuentran limitadas por una pared. Los mismos se desarrollan como consecuencia
de un foliculo ovarico que no llega a ovular, sigue en crecimiento y produciendo estrégenos. Las
altas concentraciones de estrogenos séricos, se asocian a la ocurrencia de estro persistente, con
los signos clinicos asociados a la estrogenemia presente. Es asi que, la presencia de quistes
foliculares predispone al desarrollo de ciertas entidades como hiperplasia endometrial quistica-

pibmetra, anemia arregenerativa, coagulopatias, etc.8
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Imagen 2. Ovario poliquistico.

Tumores Ovéricos Los tumores ovaricos son de baja incidencia en la perra, y ocurren
generalmente a edades avanzadas, excepto el teratoma, el cual se presenta a una edad
promedio de 4 afos.

AFD

Tumor primario
no ovarico

Origen Células del epitelio Células Cordones Metastasis
superficial germinales sexuales/estroma a ovarios
(tumores del epitelio de
superficie/estroma)

Frecuencia global 65-70% 15-20% 5-10% 5%
Proporcidn de tumores 0% — 2.3% s%
ovaricos malignos
Frecuencia global +20 afios. ©0-25 +afios Todas las edades Variable
Tipos - Tumor seroso - Teratoma - Friboma

- Tumor mucinoso - Disgerminoma - Tumor de células

- Tumor endometriolde - Tumor del senc de la granulosa-teca

- Tumor de células clares endodérmico - Tumor de células de

- Tumor de Brenner - Corlocarcinoma Sertoli-Leydig

Imagen 3. Tumores ovaricos.

Desoérdenes del utero canino Complejo Hiperplasia endometrial quistica-Piometra EI Complejo
Hiperplasia Endometrial Quistica- Piometra es una afeccion hormono dependiente que afecta

con mas frecuencia a hembras sexualmente maduras, de edad media a avanzada (generalmente



mayores a 6 afios) y/o a hembras jovenes que han sido tratadas con progestagenos con el fin de
evitar ciclos estrales y prefieces no deseada. La Hiperplasia Endometrial Quistica (HEQ) es una
entidad caracterizada por cambios en el endometrio relacionados principalmente con la accion
de la progesterona (P4), pero también por la accion de los estrogenos sobre el utero lo que
conduce al desarrollo de hiperplasia endometrial quistica (HEQ). Una vez instaurada la HEQ si
ocurre invasién y multiplicacion bacteriana desarrolla una piometra. Esta es una de las afecciones
reproductivas mas importantes en la hembra canina, tanto por su prevalencia como por su
morbilidad y mortandad. Constituye un problema que no solo compromete la capacidad
reproductiva de la hembra, sino que pone en riesgo su vida, llevando muchas veces al deceso

de la paciente.8

MANEJO DE LA HIPERPLASIA ENDOMETRIAL

' En la actualidad el tratamiento de la hiperplasia

¢ La hiperplasia puede sospecharse por un engrosamiento a

nivel de la linea endometrial en una ecografia pélvica
transvaginal y debe considerarse en pacientes peri o
posmenopdusicas con historia de hemorragia uterina
anormal; sin embargo el diagnostico confirmatorio es
histoldgico.

endometrial se divide en dos grupos: medico y
quirdrgico. Para determinar cual de estas dos
opciones se recomienda al paciente se debe
evaluar;

* La edad

+ Potencia de malignidad de la hiperplasia

+ Comorbilidades medicas
+ Y el deseo de fertilidad

*  Se divide en simple y compleja con o sin la presencia
citoldgica de atipias. La presencia de atipias es 10 veces mas
riesgo de carcinoma de endometrio comparado con la
hiperplasia simple o compleja sin presencia de atipias,
donde la progresion a cancer es de 1.6%.

+ Con el tratamiento hormonal con progestinas el 90% de las Tratamiento Dosis y duracién
hiperplasias sin atipias tiende a regresar espontdneamente.
*  Acetato de medroxiprogesterona 10-20 mg diaria o ciclica  12-14 d/mes
*  Medroxiprogesterona de deposito 150mg intramuscular ¢/ 3 meses
*  Progesterona vaginal micronizada 100-200 mg diaria o ciclica 12-14 d/mes
*  Acetato de megestrol 40-200 mg/dia . Hiperplasia atipica

Dispositivo liberador de levonorgestrel 1-5 afos
CARACTERISTICAS DE LA HIPERPLASIA ENDOMETRIAL

Aumento de |a relacion glandula- estroma
Irregularidad en la forma glandular
Dilatacion glandular

Ramificacion glandular

Vellosidades y crecimiento villoglandular
Estructuras cribiformes

Actividad mittica variable

Gomez Cisneros, Jean Franco

Imagen 4. Desérdenes del Utero canino Complejo Hiperplasia endometrial quistica.

Endometritis o Metritis posparto Es una enfermedad del posparto en la cual se produce

inflamacion del endometrio y miometrio a causa de una infeccion bacteriana y suele manifestarse



luego de algunos factores predisponentes como falta de limpieza durante la ayuda del parto,
distocia, retencién placentaria y/o fetal, tejido uterino desvitalizado, entre otras (Kutzler, 2010). A
diferencia de la piometra, la endometritis posparto se desarrolla en el periodo posparto, donde
las concentraciones de progesterona son bajas, 399 siendo la causa determinante la

contaminacion bacteriana del Utero en puerperio.8
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Imagen 6. Imagen radiografica piometra canina.
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Figura 1. Perra Bullmastiff. nulipara. de 4.5 anos. con historial de ciclos estrales uregulares.
con secrecion vaznal sanguinolenta por 15 dias. (A) Vista de la zona vulvar con
abundante secrecion sanguinolenta y ausencia de edema vulvar: (B) Ecografia uterina
donde se destaca un area cemtral anecoica hmitada por una pared ecogénica. carac-
teristico de presencia de contemdo.

Imagen 7. Endometritis 0 Metritis posparto.

Hiperplasia Vaginal Se produce a causa de una respuesta exagerada de la mucosa vaginal a los
estrégenos. Como consecuencia de esta estimulacion hormonal, se produce gran edema en la
mucosa vaginal, lo que lleva a eversion de la mucosa vaginal. Se da generalmente en perras

jévenes, de talla grande y razas braquicéfalas.8

HIPERPLASIA VAGINAL

* Frecuentemente en perras jovenes (2 a 3 anos), e incluso
puede aparecer a partir del primer celo.

* Esla edematzacion del téjido vaginal cercano a la abertura
uretral provocada por una respuesta exagerada a la
estimulacion de los estrogenos producidos en el proestro
y estro (periodo estrogénico).

= En ocasiones la edematizacion vaginal, puede presentar el
prolapso de este téjido.



Imagen 8. Hiperplasia vaginal.

Patologias reproductivas en machos caninos

Tumores testiculares

El seminoma es una enfermedad neoplasica que se origina en las células germinales o epitelio
espermatico del tibulo seminifero del testiculo el cual es comun en el perro donde afecta a perros
de 10 afos promedio. El diagndstico se basa en la biopsia e histopatologia sin embargo existen

pruebas adicionales: biometria hematica, perfil seroldgico, urianalisis, radiografia y ecografia.

El seminoma canino se ha asociado con el sindrome de feminizacion que es causado por
cambios en las concentraciones hormonales que resulta en la elevacion de los niveles de

estrégenos.

El seminoma por si mismo puede secretar estrégeno esto es posible debido a la presencia de

una masa grande de tejido capaz de

convertir la testosterona o sus precursores al estradiol o producir cambios relativos en la cantidad
de estrégenos o sintesis nueva de los estrogenos pero estos cambios en los niveles hormonales
también se han asociado en enfermedades de la préstata como hiperplasia prostatica infecciones

abscesos metaplasia escamosa formacién de quistes prostaticos y alopecia

También niveles elevados de andrégenos pueden causar adenoma de la glandula penal hernia

perianal y prepucio pénduloso.

En estudios realizados mencionan que los tumores de células de Sertoli y tumores de células de

Leydig pueden causar aumento de la produccion de estrogenos que

conduce a signos de feminizacién mientras que los seminomas no son endocrinolégicamente
activos. Ademas, se sabe que en caninos el seminoma puede coexistir con otros tipos de tumores
testiculares como: el tumor de células de Sertoli o tumor de células de Leydig en el mismo

testiculo o en el testiculo opuesto.1,2



Imagen 9. Testiculo con dos tipos tumorales: Seminoma (grande, blanco rosado) y Tumor de

células intersticiales (pequefio, marrén, hemorragico).

e SR W S

Imagen 10. Tumor de células de Sértoli
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Enfermedad prostatica.

El tacto rectal (DRE) se considera un componente estandar o basal de la exploracion fisica de
los perros de razas medianas y grandes, asi como de los perros y gatos pequefios con signos
clinicos adecuados. El DRE consiste en que el examinador coloque un dedo indice enguantado
en el recto de un perro y palpa en 360° para evaluar si hay anomalias en la funcién del esfinter
rectal, masas del saco rectal y anal, prolapso rectal, hernias perineales, fistulas, problemas
prostaticos y del tracto urinario inferior, linfadenopatia sublumbar, anomalias del suelo pélvico,
estreflimiento/obstipacion y otros trastornos gastrointestinales (Gl) mediante el examen del
contenido rectal. EI DRE también puede implicar la expresion de los sacos anales en las
posiciones de las 4y las 8 en punto. Los hallazgos normales del tacto rectal incluyen una prostata
simétrica, lisa, no dolorosa y bilobulada en perros machos y sacos anales facilmente expresables

0 vacios.

Las prostatitis en los caninos pueden ser agudas o crénicas. Las formas agudas pueden cursar
con complicaciones generales graves, y comprenden las prostatitis supurativas bacterianas y los
abscesos. En cuanto a las formas crénicas muchas veces pueden pasar desapercibidas, llevando
a la aparicion de cuadros agudos o dejando secuelas graves de infertiidad en perros

reproductores.1,2
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Figura 2. FEcografia de la prostata de un perro sin enfermedad prostatica. Se
observa la simetria en los dos [6bulos de la prostata. Foto: Veterinary Medical
Center Univ. Minnesota.

Imagen 11. Ecografia de préstata canina.

Guia de las alteraciones estrogénicas en hembras y machos caninos

Niveles elevados de estrégeno en hembras pueden indicar:

Sindrome de hiperestrogenismo
Tumor ovarico

Enfermedad uterina

Niveles elevados de estr6geno en machos pueden indicar:

Sindrome de feminizacién
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Tumor testicular

Enfermedad prostética

Niveles bajos de estrogeno en hembras pueden indicar:

Hipogonadismo
Insuficiencia ovarica

Enfermedad uterina

Niveles bajos de estrégeno en machos pueden indicar:

Hipogonadismo
Insuficiencia testicular

Enfermedad prostética
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RESULTADOS

Los resultados de la evaluacion de estrégeno en caninos tienen variaciones dependiendo de la

edad, el sexo y la raza del perro, asi como de cualquier condicién médica que tenga el paciente:

- Niveles normales de estrogeno: En perros sanos, los niveles de estrogeno suelen ser bajos en

machos y fluctian en hembras segun el ciclo reproductivo.3,4

- Niveles elevados de estrogeno: Pueden indicar una condicion médica como el sindrome de
estrogeno, que puede causar sintomas como crecimiento excesivo del pelo, agrandamiento de

los 6rganos reproductivos y problemas de comportamiento.3

- Niveles bajos de estrogeno: Pueden indicar una condicién médica como la insuficiencia ovérica,

gue puede causar sintomas como infertilidad y problemas de comportamiento.4
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DISCUSION

La evaluacion de estrégeno en caninos determina el nivel de estrégeno en el cuerpo del perro.
El estrégeno es una hormona femenina que tiene un papel importante en el ciclo reproductivo y

el desarrollo de los 6érganos reproductivos.8

En el caso de la hiperplasia endometrial quistica (HEQ) la bibliografia menciona que tuvo una
frecuencia de presentacion de 87.1% casos con respecto a la frecuencia de tal presentacion de
ovarios poliquisticos con solo el 32.26% por lo tanto no hay relacion entre estas dos patologias
aunque nuevamente la literatura reporta que la etiologia de CHEQ es por aumento de hormonas
estrogénicas en la etapa de diestro y este desequilibrio hormonal a su vez es responsable del
desarrollo ovérico poliquistico, por tanto seria pertinente realizar un estudio con mediciones
hormonales de los pacientes que sean diagnosticados con piometra y verificar los hallazgos

macroscopicos de los casos.8

Con respecto a el diagndstico precoz de las neoplasias testiculares es importante para evitar a
tiempo los signos clinicos asociados a estas entidades, desde el agrandamiento testicular y la
infertilidad, hasta signos sistémicos como el sindrome de feminizacion y mielo toxicosis, e incluso

las metastasis.2,6

La ecografia testicular y abdominal es crucial para detectar nédulos 0 masas testiculares no
aparentes, y también determinar la existencia de hiperplasia prostatica o invasién de érganos

abdominales.
Si bien los tres tipos de tumores (Tumor de células de Sertoli, Tumor de células de Leydig y

Seminoma) poseen un aspecto macroscopico distintivo, se requiere la histopatologia para

confirmar el diagnostico presuntivo y detectar infiltracion de las estructuras adyacentes.2,5
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En el ejercicio clinico veterinario se debe prestar especial atencién en los pacientes criptérquidos,
y deberia indicar la castracion bilateral de los mismos por dos motivos: el criptorquidismo es una

entidad hereditaria, y los testiculos no descendidos tienen mayor riesgo de desarrollar tumores.2

Entre los perros que acuden a la atencion clinica veterinaria, las anomalias encontradas en el
tacto rectal son comunes y cambian el plan de diagnéstico en 1 de cada 4 perros y el plan de

tratamiento en 1 de cada 8 perros.

La conclusién de esta revision en la informacion es evaluar la frecuencia con la que se aprecian
hallazgos anormales en el tracto rectal (DRE) realizado durante un examen fisico en perros que
acuden a la consulta veterinaria. Ademas, otro objetivo es determinar qué hallazgos anormales
son los mas comunes, la frecuencia con la que los hallazgos especificos afectan los planes de
diagnéstico y tratamiento, y si lograr hacer la sefializacion del paciente o el servicio que presenta

influyen significativamente en la probabilidad de encontrar una anomalia.
Planteamos la hipétesis de la importancia en evaluacidon estrogénica en patologias de hembras

y machos caninos, la informacion de las diferentes patologias que se relacionan con la presencia

de estrégenos, tendran influencia en los planes de diagndstico y tratamiento.
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INTRODUCCION

La Diabetes Mellitus (DM) es la patologia mas comun del pancreas endocrino detectada en la clinica de
pequefas especies. Se caracteriza por la presencia de una hiperglucemia crénica como resultado de una
ineficaz produccién o accion de la insulina, dando como resultado la aparicién de los signos clinicos clasicos de
la  enfermedad: poliuria, polidipsia, polifagia y pérdida de peso (Patricio, 2021).
Un diagnéstico temprano, ademas de un tratamiento individualizado y una correcta monitorizacion son piezas
claves para el control de la patologia. Para realizar su diagndstico se usan tres pruebas de laboratorio:
hemograma, perfil bioquimico y uriandlisis. Al encontrar resultados positivos de hiperglucemia y glucosuria, el
paciente sera diagnosticado con DM (Alvarez, 2017).

El tratamiento es la aplicacion de insulina exdgena y se lleva a cabo para restablecer la calidad de vida del
perro, minimizando las complicaciones que conllevan esta enfermedad y sobre todo se debe evitar llevar al
animal a un estado de hipoglucemia (Vladimir, 2015). El propietario es, en gran parte, responsable del éxito del
tratamiento ya que es el encargado de administrar la insulina exégena y asi controlar la aparicion de signos
clinicos. Monitorizar la concentracion sanguinea de glucosa es esencial para estabilizar la glucemia, ademas
de determinar la dosis de insulina y las posibles modificaciones de la misma y lo podemos realizar con las curvas

de glucosa domiciliarias o intrahospitalarias con ayuda de un glucémetro (Patricio, 2021).

ANTECEDENTES

La glucosa es la fuente de energia del cuerpo y se regula por la accién conjunta de insulina y glucagén. El
pancreas tiene funciones endocrinas y no endocrinas importantes. La porcion endocrina cumple una importante
funcibn como es la secrecibn de hormonas directamente al torrente sanguineo. Se organiza en islotes
delimitados (denominados islotes de Langerhans) que contienen cuatro tipos de células, cada uno de los cuales
produce una hormona diferente. Las mas numerosas son las células ,que producen insulina; las células a
producen glucagon; las células D producen somatostatina; y las células F o PP sintetizan polipéptido
pancreatico. Aungue estas hormonas tienen funciones diferentes, todas participan en el control del metabolismo,

y mas concretamente, en la homeostasis de la glucosa. (Sampognaro, 2012).

La insulina es una proteina que consta de dos cadenas, denominadas A (21 aminoé&cidos) y B (30 amino&cidos),
unidas por dos puentes disulfuro (Bradley, 2020). Hay diferencias menores en la composicién de aminoacidos
de la molécula entre especies, por ejemplo la insulina de los felinos es muy similar a la bovina, mientras que la
insulina canina es similar a la humana e idéntica a la porcina en cuanto a su estructura aminoacidicas (Vladimir,
2015).



La sintesis de la insulina es similar a la de otras hormonas peptidicas y comienza con la formacién de una
preproinsulina polipeptidica lineal en el reticulo endoplasmatico rugoso. Un pequefio fragmento polipeptidico se
escinde para formar la proinsulina. Esta forma una espiral, cuyos extremos se unen mediante puentes disulfuro.
La Proinsulina se transfiere al aparato de Golgi, donde mas tarde se produce su procesamiento y se almacena
en granulos de secrecion que contienen tanto insulina como péptido C o conector (de 33 aminoacidos de
longitud). La secrecion de la insulina sigue una cinética bifasica en respuesta a los estimulos adecuados. La
liberacion inicial aguda implica la exocitosis de la insulina preformada desde los granulos de secrecion. Tras la
fase aguda, se produce una fase crénica de secrecién que incluye la sintesis de proteinas y, por tanto,
probablemente la sintesis de insulina. El control de la glucosa sobre la secrecién de insulina representa un
sistema de retroalimentacion positivo, en el cual el aumento de las concentraciones de glucosa da lugar a un

incremento en las concentraciones de insulina (Bradley, 2020. Sampognaro, 2012).

El nivel normal de glucosa en la sangre de un canino es de 60 a 100 mg/dl. Las principales funciones metabdlicas
de la insulina son anabdlicas, en las que se promueve la utilizacion de glucosa como energético y el
almacenamiento de esta, acidos grasos y aminoacidos en la célula (Vladimir, 2015). Esta hormona es
fundamental en el movimiento de glucosa a través de la membrana plasmética hacia el interior de la célula,
excepto en algunos tejidos como gran parte del cerebro, higado, gldbulos rojos y blancos de la sangre, los

cuales tienen un acceso continuo de glucosa (Bradley, 2020).

La vida media de esta hormona es de 10 minutos aproximadamente y actla en varios sitios dentro de las vias
metabdlicas de los carbohidratos, grasas y proteinas; siendo el higado el 6rgano blanco mas importante, debido
a la circulacion venosa pancreatica que pasa directamente hacia este érgano. El efecto neto de las acciones de
la insulina es disminuir las concentraciones sanguineas de glucosa, acidos grasos y aminoacidos y promover
la conversion intracelular de estos compuestos en sus formas de almacenamiento, como glucégeno, triglicéridos

y proteinas, respectivamente. (Vladimir, 2015, Sampognaro, 2012).
MARCO DE REFERENCIA

Se denomina hiperglucemia a la concentracién de glucosa plasmatica superior a 130 mg/dl, aunque la
sintomatologia no se desarrolla hasta que estos niveles sobrepasan el umbral renal de reabsorcién de la glucosa
(Nelson, 2010).

La curva de tolerancia a la glucosa es una prueba de provocacion que permite estudiar la eficacia del cuerpo
para metabolizar la glucosa (Reinauer, 2015). Solamente son necesarias para el control de la enfermedad. Se

realizan determinando la glucemia cada dos horas, manteniendo el régimen habitual de alimentacién y las
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inyecciones de insulina. La técnica consiste en realizar un pinchazo en la cara interna del labio y medir los
niveles de glucosa en sangre determinado normalmente con un analizador «point-of-care» o0 con un glucometro
portatil. Cuando se est4 realizando una curva de glucosa, se deben mantener el protocolo de insulina y de
alimentacién usados por el duefio; cuando se realiza una curva se debe empezar a primera hora de la mafana
ya que la primera medicion debe ser previa a la administracion de insulina. Luego, se contindan midiendo los
valores de glucosa en sangre cada 1-2h a lo largo del dia para la determinacion de la glucosa. Es mas importante
mantener la rutina diaria de la mascota, que arriesgarse a que los resultados no sean precisos debido a la
inapetencia que muestran en el hospital o a la administracion de la insulina en un momento inapropiado (Nelson,
2010). También se puede realizar la prueba de forma doméstica, ya que sometiéndose bajo estrés hospitalario
puede afectar la medicion y causar alteraciones en la curva (Patricio, 2021. Matamoros, 2002).

El tratamiento con insulina se ajusta en base a la interpretacion de la curva de glucemia seriada. El objetivo de
estas medidas seriadas es obtener una apreciacion de las acciones de la insulina en el animal diabético e
identificar la razon por la cual el perro diabetico no esta bien controlado. La interpretacion de la curva de glucosa
consiste en evaluar la efectividad de la insulina, el nadir (nivel més bajo) de glucosa en sangre y la duracion del
efecto de la insulina. La efectividad de la insulina se refiere a la capacidad de la insulina para disminuir los

niveles de glucosa en sangre (Nelson, 2010).

Es importante mantener las concentraciones de glucosa entre 100 y 250 mg/dl a lo largo del dia y la noche,
aungue muchos perros diabéticos van bien a pesar de que las concentraciones de glucosa constantemente se
encuentran por encima de los 100 y por debajo de los 300 mg/dl. Normalmente es en el momento de la
administracion de la insulina cuando las concentraciones de glucosa son mas altas, pero esto no ocurre siempre
asi. Si las concentraciones de glucosa nadir son mayores de 150 mg/dl, se necesitaria aumentar la dosis de
insulina, y si el nadir es menor de 80 mg/dl, la dosis debe ser reducida. La duracion del efecto de la insulina se
puede valorar si la glucosa nadir esta por encima de 80 mg/dl y no ha habido una disminucién rapida de esta
después de la administracion de insulina. La valoracién de la duraciéon del efecto hormonal puede no ser valida
cuando el nadir es menor de 80 mg/ml o disminuye rapidamente debido a que puede producir el efecto Somogyi,
el cual puede disminuir falsamente la duracion aparente del efecto de la insulina. Se puede obtener una
aproximacion preliminar sobre la duracion del efecto de la insulina examinado el momento de la glucosa nadir.
Para la mayoria de los perros diabéticos bien controlados, la concentracion de glucosa inicial cerca del momento
de la administracion de insulina, esta por debajo de los 300 mg/dl y el nadir de glucosa se produce a las 8-10
horas después de la administracion de la insulina. Una concentracion de glucosa inicial mayor de 300 mg/dl,
combinada con una glucosa nadir antes de las 8 horas de la administracion de insulina y el consiguiente

aumento de la concentracion de glucosa por encima de 250 mg/dl, indican una reduccion en la duracion del
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efecto de la insulina. Los perros pueden desarrollar una hipoglucemia o un efecto Somogyi si la accion de la

insulina dura mas de 14 horas y si esta siendo administrada dos veces al dia. (Nelson, 2010).
MATERIAL Y/O METODOS

El método implementado para la realizacion de este trabajo se basé en llevar a cabo una revision bibliografica
acerca de la diabetes mellitus canina de los autores Alvarez y Arroyo, sobre el diagndstico, tratamiento del autor
Vladimir y la monitorizacioén del autor Patricio. Haciendo énfasis en la monitorizacion a la prueba de curva de

tolerancia a la glucosa.
RESULTADOS

Para poder tener un buen control sobre la glucosa en sangre, es necesario realizar la monitorizacién con la
curva de tolerancia a la glucosa ya que nos permitira determinar si la insulina que le estamos administrando al
animal es eficaz para tratar la diabetes mellitus. Ademas identificamos el Nadir de la glucosa (ideal 80-
150mg/dL), el pico de insulina, la duracion del efecto de la insulina y el grado de fluctuacién de las
concentraciones de glucosa en sangre. Con estos pardmetros, podemos valorar si la dosis de insulina es
adecuada o si la tenemos que modificar sin el riesgo de producir hipoglucemias. Un perro bien controlado,
debera tener una glucemia de entre 90 y 250-300 mg/dL, con el Nadir de la glucosa entre 80-150mg/dL (Fig.
1).

ldeal Nadir: ldeal Range
B80-150mg/dl A0- 200mgdl

(a)

Fig. 1. Curva de glucosa 6ptima. Podemos observar que el Nadir se encuentra entre  80-150 mg/dL, lo que

indica que la duracion de accidén de la insulina es suficiente para controlar la glucemia (Patricio, 2021).
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Debemos conocer bien el comportamiento de esta curva asi como saber interpretar los resultados y poder tomar

decisiones correctas. (Fig. 2).

Guia para la interpretacion de
una curva de glucemia

[1. & Ha sido efectiva |a insulina para disminuir la glucemia? ]

¥

Si

|2. ¢ Cual es |a concentracidn mas baja‘?l

¥

¥

No

|2. Meadir fructosamina en el swero |

L L ¥
(o | [wmmw] [Fooman ]
¥ ¥
Disminuir |a dosis Aumentar la dosis ansidarar E§Irés.
de insulina y revaluar de insulina y revaluar b hiperglucemia o
en 7-14 dias &n 7-14 dias | £ Cual es la dosis de insulina? | efecto Somogyi
| 3. ;Cual es la duracion del efecio de la insulina? |
I
i v ¥ ¥
(oo ] (o] [Croom ]
¥ + " ¥ ¥
Cambiar 3 una insulina Medir Cambiar a una insulina Armrdar by chmen Craw ewnr aeis
de accitn larga cada 12 fructosamina de corta accidn cada 12 de insulina y subdosificacian de
horas; cambiar a una en suerog horas; administrar revaluar en T-14 dias insulina, un efecto
insulina de corta accidn TID insulina SID Somogyi 0 causas
¥ ¥ ¥ ¥ L de la ineficacia de la
Sinoh jori; insuli . cuadro 52-
Revaluar en | <450 pmaolil | | =500 pmoll | Revaluar en ::unsni:nrg :’:ﬂ:;n Lo Lh(pees 5 g
7-14 dias i 7 T-14 dias Somogyi o causas de la
- ineficacia de |la insulina
Mo realizar Considerar un (v. cuadro 52-7)
cambios efecto Somogyi
ouna
subdosificacion
de insulina
Fig. 2 Algoritmo para la interpretacion de la curva de glucosa (Nelson, 2010).

Normalmente la glucosa es metabolizada por las células para producir energia en forma de adenosin trifosfato
(ATP). La glucosa es obtenida a partir de los alimentos que se ingieren en la dieta, para posteriormente ser
distribuida a través de la sangre a todas las células que conforman los 6rganos y tejidos. En los mecanismos
de regulacion del metabolismo de la glucosa, participan dos hormonas secretadas por el pancreas: la insulina 'y
el glucagon. La principal funcion de la insulina es disminuir el nivel de glucosa en el plasma sanguineo, a través
de la activacién de los receptores transportadores de glucosa, los que incorporan glucosa al citoplasma para
ser degradada y obtener energia; este mecanismo es activado en estado postprandial. Por otro lado, la funcién
principal del glucagon es la de estimular la degradacion del glucogeno almacenado para obtener glucosa;
cuando se presentan bajos niveles en plasma, como sucede en el ayuno prolongado (Alvarez, 2017).
La DM se encuentra clasificada dentro de las enfermedades metabdlicas, cuya caracteristica principal es la
hiperglucemia en plasma, causada por defectos en la secrecién o accién de la insulina; por tal modo la

hiperglucemia es consecuencia de que el organismo no puede regular la cantidad de glucosa en la sangre,
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debido a que el pancreas no produce insulina suficiente o las células de tejidos y 6érganos blanco; y no responden

de manera normal a esta hormona.

Alvarez, 2017 la clasifica en dos:

1. DM tipo | o insulinodependiente: se presenta cuando las células beta del pancreas, son destruidas por el
sistema inmune y pierden de manera irreversible su capacidad de secretar insulina; por tal motivo se le ha
clasificado como una enfermedad autoinmune.

2. DM tipo Il o no insulina dependiente: se presenta cuando el pancreas conserva parcialmente su actividad,
pero los receptores de insulina no responden de manera adecuada al estimulo (Alvarez, 2017).
Esta falta de insulina o disminucion de la sensibilidad en los tejidos provoca que la glucosa, acidos grasos y
amino&cidos no puedan ser utilizados por los tejidos, acelerando asi la glucogendlisis y gluconeogénesis a nivel
hepatico, a la vez que se presenta acumulacion de glucosa a nivel sanguineo, causando hiperglucemia. A
medida que aumenta la concentraciébn sanguinea de glucosa, esta no puede ser reabsorbida del filtrado
glomerular por las células tubulares y aparece glucosuria. En perros, esto ocurre con concentraciones de
glucosa en sangre >180 a 220 mg/dL. Como resultado de la diuresis osmotica producida por el exceso de
glucosa, aparece poliuria, acompafnada de pérdida de agua la cual produce una activaciéon del mecanismo de
la sed, produciendo polidipsia. Ademas, el balance energético negativo surge debido a la incapacidad de utilizar
la glucosa, la pérdida de calorias por orina secundaria a la glucosuria y el catabolismo tisular, provocando asi
polifagia con aparicién de pérdida de peso. Esto se debe a que hay un balance energético negativo junto a
pérdida de masa muscular. Asi pues, tenemos descrita la aparicion de los signos clinicos clasicos caracteristicos
de la patologia: poliuria, polidipsia, polifagia, glucosuria y pérdida de peso (Vladimir, 2015).
En la especie canina, la forma mas diagnosticada de DM se asemeja a la DM Tipo 1 en medicina humana. Esta
ocasionada por una destruccion rapida y progresiva de las células beta a consecuencia, fundamentalmente, de
una accién inmunomediada. Se caracteriza por una hiperinsulinemia permanente, donde no se observa un
aumento en la concentracion de insulina sérica endégena o del péptido C (proinsulina) después de la
administracién de un secretagogo (glucosa, glucagén, aminoacidos), por lo que los perros tienen una

dependencia absoluta de insulina exdgena para controlar la glucemia (Fig. 3) (Alvarez, 2017).
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Fig. 3 Mecanismos de regulacion del metabolismo de la glucosa a través de la insulina y el glucagén. 1) Altos
niveles de glucosa producidos por la alimentacién o degradacion de glucégeno almacenado; inducen la
secrecion de insulina por el pancreas, la cual es utilizada para internalizar glucosa en las células o ser
nuevamente almacenada como glucégeno. 2) La disminucion de los niveles plasmaticos de glucosa inducidos
por ayuno prolongado, activan la secrecién de glucagdén por el pancreas, metabolizando el glucégeno

almacenado a moléculas de glucosa para que sea utilizada por el organismo (Alvarez, 2017).

Es de suma importancia conocer los signos clinicos que el animal presenta para poder realizar el diagnéstico
acertado de DM, y se deben de efectuar los analisis de laboratorio correspondientes; los cuales deben demostrar
la hiperglucemia y glucosuria en ayuno a través de:

1. Hemograma: los resultados usualmente son normales. Puede haber policitemia leve por deshidratacion. La
elevacion del recuento de glébulos blancos puede deberse a una inflamacién.
2. Perfil bioquimico; se observa hiperglucemia e hipercolesterolemia. También anormalidades como aumento
de las enzimas alanino transferasa y fosfatasa alcalina.

3. Urianalisis: encontramos glucosuria, cetonuria, etc. La presencia y magnitud de glucosuria se debe tener en

cuenta cuando se interpreta la densidad urinaria (Alvarez, 2017).

El tratamiento se lleva a cabo para restablecer la calidad de vida del perro, minimizando las complicaciones que
conllevan esta enfermedad y sobre todo se debe evitar llevar al animal a un estado de hipoglucemia. Un estadio

de hipoglucemia grave, producida por una sobredosis de insulina puede causar dafios irreversibles en el cerebro
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e incluso la muerte; por lo que uno de los objetivos mas importantes del tratamiento de los perros diabéticos es
2017).

La insulina se encuentra en multiples formas que difieren en cuanto a su concentracién, duracion, pureza y

evitar la  hipoglucemia inducida por el tratamiento con insulina  (Alvarez,

costo. Existen tres grupos generales de insulina para perros que son de accion o rapida, intermedia y prolongada

(Cuadro 1) (Alvarez, 2017).

Accion Aspecto Pico maximo Duri:lcién Via
5a10 min 1a2 v

Rapida Claro 1a3h 4a8 IM
2a4h Ga8g sC

Intermedia Turbia 4ai16h 24 sC
Prolongada Turbia 8a20h =24 sC

Cuadro 1. Caracteristicas generales de las presentaciones farmacéuticas de la insulina.

La insulina de accion rapida se presenta en forma de solucion, que puede administrarse por cualquier via,
intravenosa (IV), intramuscular (IM) y subcutdnea (SC); suele utilizarse en la regulacion de la diabetes
complicada, dado que se necesitan ajustes de accion rapida. Su accién se inicia dentro de un rango de una a
cuatro horas, y su tiempo de vida media en el organismo es de ocho horas. La actividad de la insulina de accién
intermedia oscila en un promedio de nueve horas, y tiene un tiempo de vida media en el organismo de 24 horas;
este producto se utiliza mas, debido a que se requiere sélo una administracion al dia Finalmente la insulina de
accion prolongada, ésta produce su actividad durante las 12 horas post administracion, y tiene un tiempo de
vida media en el organismo largo de entre 24 a 36 horas, siendo administrada por via subcutanea una dosis
diariamente. La insulina utilizada en el tratamiento de la DM en perros se deriva principalmente del porcino. La
dosis inicial es de 0,5 a 1,0 Ul de insulina/kg de peso corporal. Las moléculas de insulina porcina presentan alta
homologia a la insulina canina, de tal modo que resulta poco antigénica y tedricamente tiene menos
probabilidades de inducir la formacién de anticuerpos anti-insulina, tras uso prolongado (Alvarez 2017, Patricio,
2021).

Una monitorizacién efectiva es esencial para un correcto manejo de la DM. Para la monitorizacion se realiza la
prueba curva de tolerancia a la glucosa. Lo que nos permite analizar si estamos en la dosis adecuada para el
control de la enfermedad. Hay diferentes escenarios donde se debe considerar realizar una curva de glucosa:
- Después de la primera dosis de una nueva insulina.

- 7-14 dias después de un cambio de dosis.

- Al menos cada 3 meses, incluso en animales con un buen control de la DM.

- Cada vez que reaparecen signos clinicos en un paciente controlado.

- Ante la sospecha de hipoglucemia.
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CONCLUSIONES

La diabetes mellitus es causada por la deficiencia en la secrecion o accién de la insulina; lo que provoca un
estado de hiperglucemia en la sangre, causando un desequilibrio en el funcionamiento del organismo. La prueba
curva de tolerancia a la glucosa es una prueba que nos sirve para monitorizar la glucosa en sangre después de
la primera dosis de insulina, después del cambio de dosis, en animales que no han tenido buen control o cuando
aparece la signologia caracteristica de la enfermedad. La técnica utilizada solo consiste en aplicar un pinchazo
en la cara interna del labio y se ocupa un glucémetro digital de uso humano o uso veterinario.
Con estos parametros, podemos valorar si la dosis de insulina es adecuada o si la tenemos que modificar sin
el riesgo de producir hipoglucemias dentro del control de la enfermedad.
Existen dos formas de realizarla, una de manera hospitalaria; esta forma podria interferir en la curva, ya que
existen factores que nos dan resultados equivocados, un ejemplo es el estrés en el manejo. Y dos, de manera
domiciliaria; en esta el propietario es quien realiza el manejo y dan resultados mas certeros.
Con un control y un tratamiento adecuado se podra proporcionar una buena calidad de vida de la mascota.
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